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1.1 Zahnärztliche  Komposite 
 
Die ästhetische Zahnmedizin verlangt nach zahnfarbenen Füllungswerkstoffen und 
wird nicht zuletzt deswegen schon seit Jahren von Kompositen dominiert. 
Zahnärztliche Komposite sind Werkstoffe, die aus zwei chemisch verschiedenen 
Komponenten, einer organischen Kunststoffmatrix und anorganischen Füllstoffen, 
bestehen (Ferracane, 2011). Durch die Säure-Ätz-Technik (Buonocore, 1955) ist ein 
retentiver Verbund zwischen Zahn und Kunststoff möglich geworden. Die organische 
Matrix bildet das Gerüst des Werkstoffes und besteht größtenteils aus verschiedenen 
Dimethacrylaten, die als Basismonomere und Comonomere fungieren. Basis-
monomere sind hochmolekulare Monomere, beispielsweise das Bisphenol A-
Diglycidyldimethacrylat (Bis-GMA, Bis-4(2-hydroxy-3-methacryloxy-propyloxy)-
phenyl-propan), nach seinem Erfinder auch „Bowen-Monomer“ genannt (Bowen, 
1963), oder das Urethandimethacrylat (UDMA). Aufgrund ihrer hohen Viskosität 
werden ihnen niedrigmolekulare Verdünner (Comonomere) zugesetzt, wie das 
Triethylenglycoldimethacrylat (TEGDMA). Aber auch andere Comonomere, 
beispielsweise das 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) werden bei speziellen 
Anwendungen, etwa in Dentinadhäsiven, eingesetzt (Abb.1) (Peutzfeldt, 1997; 
Rueggeberg, 2002). 
Die anorganischen Füllkörper wie Bariumglas und Siliziumdioxid, die meist mit mehr 
als 50% Gewichtsanteil in einem dentalen Kunststofffüllungsmaterial enthalten sind, 
verbessern die mechanischen Eigenschaften wie Abrasions- und Standfestigkeit und 
verringern innere Spannungen sowie die Polymerisationsschrumpfung (Munksgaard 
et al., 1987; Silikas et al., 2000; Ilie und Hickel, 2011). Die Haftung der Füllkörper in 
der Polymermatrix erfolgt über Kopplungsagenzien, meist trifunktionale Alkoxysilane 
(Peutzfeldt, 1997). An die Füllkörper binden diese Silane über Si-O-Gruppen, 
wohingegen die Bindung an das Polymernetz über Methacrylatgruppen funktioniert 
(Peutzfeldt, 1997; Lim et al., 2002). Initiatoren, Stabilisatoren (Hydrochinon), 
Inhibitoren (butyliertes Hydroxytoluol) und Katalysatoren steuern die Polymerisation 





Abb. 1: Basismonomere, Comonomere und Moleküle für die Polymerisationsreaktion der 
organischen Matrix zahnärztlicher Komposite. 
 
Die Polymerisation der Komposite wird meistens mit sichtbarem Licht initiiert. Dabei 
bildet beispielsweise ein Initiatormolekül wie Campherchinon (CQ) bei Bestrahlung 
mit Licht einer Wellenlänge von 470 nm Radikale, die über eine radikalische 
Kettenreaktion die Polymerisation der Monomere der organischen Matrix auslösen  
(Atsumi et al., 2001). Bei eingeschränkter Möglichkeit der Lichthärtung kommen 
dualhärtende Katalysatorsysteme zur Initiation der Polymerisation zum Einsatz, wie 
zum Beispiel das System aus den Redoxpartnern Benzoylperoxid und dem tertiären 
Amin N,N-Dimethyl-p-Toluidin (DMT) (Dnebosky et al., 1975). 
Das Prinzip der konventionellen Komposite besteht in einer Monomer-Polymer-
Konversion. Die Polymerisation der Monomere bleibt jedoch stets unvollständig, die 
nicht polymerisierten Monomere verbleiben in der harten Polymermatrix und können 
im Laufe der Tragedauer der Restauration über das aggressive speichelfeuchte 
Milieu der Mundhöhle aus der Füllung diffundieren. Abhängig vom Lösungsmittel 
wurden experimentell teilweise mehr als dreißig verschiedene Komponenten in 
Extrakten polymerisierter Komposite auf Acrylatbasis nachgewiesen (Pelka et al., 
1999; Michelsen et al., 2003; Sideridou und Achilias, 2005; Sevkusic et al., 2014). 
Zudem können die Esterasen im Speichel und Bakterien in der Mundhöhle langfristig 
























































Delaviz et al., 2014). Es ist außerdem plausibel, dass Monomere restaurativer 
Komposite in tiefen Kavitäten auch über das tubuläre Dentin das Pulpagewebe 
erreichen und darauf wirken können (Noda et al., 2002). 
Die Komposite auf Acrylatbasis schrumpfen in Folge der Polymerisationsreaktion der 
Komponenten der organischen Matrix etwa zwei bis drei Volumenprozent (Braga und 
Ferracane, 2004; Ferracane, 2011). Dies ist ein großer Nachteil in der klinischen 
Anwendung dieser Materialien, weil es zur Ausbildung von Randspalten zwischen 
dem Füllungswerkstoff und der verbliebenen Zahnhartsubstanz führt. Der Randspalt 
ist ein optimaler Schlupfwinkel für Plaquebakterien. Da in diesen Nischen auch bei 
guter Mundhygiene keine Reinigung möglich ist, kommt es zur Bildung von 
Sekundärkaries, welche momentan die häufigste Ursache für die Erneuerung 
zahnärztlicher Restaurationen ist (Dauvillier et al., 2000; Mjor und Gordan, 2002; 
Wiegand et al., 2007; Kuper et al., 2015). 
Eine neue Generation dentaler Komposite basiert auf der Verwendung ringöffnender 
Substanzen als Komponenten der organischen Matrix, beispielsweise Silorane, die 
dazu beitragen sollen, die Polymerisationsschrumpfung dentaler Komposite zu 
vermindern (Weinmann et al., 2005; Ilie und Hickel, 2011; Walter et al., 2014; 
Schmidt et al., 2015). Silorane verknüpfen die vorteilhafte Eigenschaft der 
Biokompatibilität von Siloxanen mit der hohen Reaktivität von Oxiranen 
(Epoxidverbindungen) (Schweikl et al., 2004; Kostoryz et al., 2007). 
 
1.2 Zytotoxizität zahnärztlicher Monomere 
Nach heutigem Stand des Wissens werden zytotoxische Effekte dentaler Komposite 
von Substanzen der organischen Matrix, wie Basismonomeren und besonders 
Comonomeren, hervorgerufen (Hanks et al., 1991; Yoshii, 1997; Geurtsen, 1998; 
Thonemann et al., 2002). Restmonomere in der organischen Matrix können in 
angrenzenden Geweben, wie der Mundschleimhaut oder der Pulpa, biologische 
Reaktionen auslösen, da sie unter klinischen Bedingungen ausgelaugt werden 
(Schmalz, 1998). Extrakte von Kompositen auf Acrylatbasis wirken abhängig von den 
experimentellen Parametern (Polymerisation, Liegezeit, Expositionsdauer) durchaus 
unterschiedlich zytotoxisch (Geurtsen, 2000; Schweikl et al., 2005b). Struktur-
aktivitätsuntersuchungen zeigten, dass Acrylate toxischer sind als Methacrylate und  
difunktionelle Moleküle wie das Triethylenglycoldimethacrylat (TEGDMA) wirksamer 
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sind als monofunktionelle Moleküle, etwa das 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) 
(Yoshii, 1997).  
Der erste Indikator der Toxizität vieler reaktiver organischer Substanzen ist oft die 
intrazelluläre Verarmung an Glutathion (GSH) (Watson et al., 2003). Das nicht-
enzymatische Antioxidans Glutathion schützt die Zellen vor Beschädigung durch 
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Watson et al., 2003; Meyer und Hell, 2005). So 
wurde gezeigt, dass die Zytotoxizität des Comonomers TEGDMA mit einem 
schnellen Abfall der intrazellulären Glutathionkonzentration verbunden ist 
(Stanislawski et al., 2000; Engelmann et al., 2002; Stanislawski et al., 2003; Walther 
et al., 2004). Andererseits ist die Korrelation von Zytotoxizität und Verfügbarkeit von 
Glutathion in monomer-exponierten Zellen nicht immer eindeutig (Ansteinsson et al., 
2013). Unter dem Einfluss von TEGDMA wurde in Zellen der humanen Mund-
schleimhaut eine Verringerung von GSH beobachtet, und parallel dazu stieg der 
Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Möglicherweise ist der Abfall an GSH 
der Grund für den Anstieg von ROS, die letztlich zytotoxische Effekte von 
Monomeren verursachen (Stanislawski et al., 2003; Krifka et al., 2013). Die 
Konzentration an ROS in primären humanen Pulpazellen und Fibroblasten der Haut 
wurde durch zahnärztliche Adhäsivsysteme, Campherchinon oder durch das  
Monomer HEMA erhöht (Atsumi et al., 2004; Spagnuolo et al., 2004a; Spagnuolo et 
al., 2004b; Chang et al., 2005; Krifka et al., 2012b). Der Abfall an GSH ist aber 
vermutlich nicht mit einem Anstieg an oxidiertem GSH, dem Glutathiondisulfid 
(GSSG) verbunden (Lefeuvre et al., 2004); Walther et al., 2004). Anscheinend wird 
auch die Erzeugung von Zellschäden durch TEGDMA oder HEMA durch 
Antioxidantien wie N-Acetylcystein (NAC), Ascorbat oder Trolox (Vitamin E) 
verhindert  (Stanislawski et al., 2003; Walther et al., 2004; Yamada et al., 2008; 
Spagnuolo et al., 2013). NAC schützte sogar Pulpazellen gegen die Toxizität von 
PMMA in vivo (Paranjpe et al., 2008). 
Monomere können auch zentrale Leistungen von Zellen des Immunsystems 
inhibieren, beispielsweise die MAPK-abhängige Expression von Oberflächen-
antigenen oder die Freisetzung pro- und anti-inflammatorischer Zytokine nach 
Stimulation der Zellen mit einem Endotoxin (LPS) pathogener Organismen (Eckhardt 
et al., 2009b; Samuelsen et al., 2011; Bolling et al., 2013). Außerdem ist auch die 
Induktion genotoxischer Effekte durch TEGDMA oder HEMA nachgewiesen 
(Schweikl et al., 2006; Lottner et al., 2013). Für gentoxische Agenzien ist bekannt, 
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dass sie als Folge von DNA-Schäden die Mechanismen der Regulation des 
Zellzyklus aktivieren. So führen induzierte DNA-Schäden direkt oder indirekt, etwa 
über die Erzeugung einer erhöhten Menge an reaktiven Sauerstoffspezies in 
normalen eukaryontischen Zellen zu einer Verzögerung des Zellzyklus (Kaina, 2003; 
Roos und Kaina, 2013). Das bifunktionelle Comonomer Triethylenglycoldimethacrylat 
(TEGDMA) verursachte genotoxische Effekte in Säugetierzellen. Die Häufigkeit von 
Genmutationen stieg bei Exposition mit TEGDMA dosisabhängig um mehr als das 
zehnfache (Schweikl et al., 1998). Zudem induzierten die Monomere TEGDMA und 
HEMA einen Anstieg der Zahl an Mikrokernen, ein Anzeichen für Chromosomen-
aberrationen und somit ein weiterer Hinweis auf eine zellschädigende Wirkung der 
Substanz (Schweikl et al., 2001). Im Unterschied zu TEGDMA wirkte das 
monofunktionale Monomer HEMA in Genmutationstests nicht mutagen (Schweikl et 
al., 1998). Dennoch sollte auch HEMA durchaus DNA-Schäden verursachen können, 
die Apoptose und Zellzyklusarrest zur Folge haben (Spagnuolo et al., 2004b; 
Schweikl et al., 2005a; Krifka et al., 2013). 
Ebenso wurde berichtet, dass Stammzellen von Milchzähnen bei Langzeitexposition 
gegen HEMA oder TEGDMA eine verspätete Differenzierung und gestörte 
Mineralisationsprozesse zeigten (Bakopoulou et al., 2011; Bakopoulou et al., 2012). 
Außerdem wurde gezeigt, dass der monomer-induzierte oxidative Stress 
wahrscheinlich der Grund für die gestörte Mineralisation ist, da das Antioxidans NAC 
die Toxizität von Methacrylaten deutlich reduzierte und so die Osteoblastenfunktion 
erhielt (Yamada et al., 2010; Galler et al., 2011). 
 
1.3  Reaktive Sauerstoffspezies 
 
Reaktive Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species = ROS) wie 
Wasserstoffperoxid (H2O2), Superoxidanion (•O2-) oder das Hydroxylradikal (•OH) 
können zelluläre Makromoleküle wie DNA, Proteine und Lipide schädigen (Beckman 
und Ames, 1997; Frank et al., 2000; Kaina, 2003; Mikkelsen und Wardman, 2003; 
Huang und Manton, 2004). ROS können DNA-Basen oxidieren, so dass  in der Folge  
DNA-Schäden wie Einzel- oder Doppelstrangbrüche entstehen oder aber  DNA-
Quervernetzungen sowie  DNA-Protein-Quervernetzungen gebildet werden (Halliwell 
und Aruoma, 1991; Epe und Hegler, 1994; Wallace, 2002). 
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Oxidativer Stress bezeichnet eine Störung der zellulären Redoxhomöostase, ein 
Ungleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidativen Molekülen und 
Molekülgruppen. Dieses Ungleichgewicht kann die Ursache für Apoptose aber auch 
für Altern oder für pathologische Prozesse wie Entzündungen, Karzinogenese, 
Neurodegeneration und Arthritis sein (Chandra et al., 2000; Zecca et al., 2004; 
Brune, 2005; Wu et al., 2005; Bubici et al., 2006). Andererseits haben geringe 
Mengen an ROS und die Redoxhomöostase im Gleichgewicht essentielle Funktionen 
im Zellmetabolismus. Sie fungieren in der Signaltransduktion, fördern die 
Zellproliferation und Zellvitalität oder steuern die entsprechende Genexpression 
(Droge, 2002). 
Die Redoxhomöostase wird durch ein Netzwerk aus enzymatischen und nicht 
enzymatischen Antioxidantien reguliert (Halliwell, 1999). Das wichtigste nicht-
enzymatische Antioxidans ist das Tripeptid Glutathion (GSH), dem die Sulfhydryl-
Gruppe (-SH) des Cysteins ihre redox-relevanten Funktionen verleiht. GSH dient als 
Substrat für die Glutathion-Peroxidase, um die Reduktion von H2O2 zu H2O zu 
katalysieren und ist unverzichtbar zur Aufrechterhaltung des Thiolstatus von 
Proteinen (Lu, 2009). Auch N-Acetylcystein (NAC), die acetylierte Form der 
schwefelhaltigen Aminosäure Cystein und direkte Vorstufe des Glutathions, dient als 
Donator von Sulfhydryl-Gruppen und als direkter ROS Radikalfänger (Soheili Majd et 
al., 2003; Zafarullah et al., 2003). Durch die Acetylgruppe wird die Reaktivität des 
Cysteins erhöht und die Aufnahme in die Zelle verbessert.  
NAC wird auch zur Behandlung von Mukoviszidose, Bronchitis und anderen 
Erkrankungen, die mit Verschleimung der Atemwege und des Gastrointestinaltraktes 
einhergehen, therapeutisch benutzt (Ardite et al., 2000; Reichenberger und Tamm, 
2002; Rochat et al., 2004). Außerdem wird NAC als Antidot bei einer Überdosis von 
Xenobiotika wie Paracetamol oder chlorierten Kohlenwasserstoffen sowie bei 
Alkoholismus zum Schutz der Leber eingesetzt (Zafarullah et al., 2003). NAC wirkt 
über die Stimulation des zentralen Tumorsuppressorgens p53 antiapoptotisch, in 
Krebszellen dagegen proapoptotisch. NAC ist somit ein potentielles anti-
carcinogenes Chemotherapeutikum (Zafarullah et al., 2003).  
NAC wird derzeit auf verschiedenen Ebenen der Zellbiochemie untersucht. 
Veränderungen von Lipiden, Proteinen wie Enzyme, DNA und des Redox-Status der 
Zelle durch NAC werden diskutiert, sowie direkte Interaktionen mit toxischen 
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Substanzen (Zafarullah et al., 2003). So wurde auch ein Addukt des Monomers  
HEMA mit NAC nachgewiesen (Nocca et al., 2010). 
Das nicht-enzymatische GSH ist ein Teil der zellulären Redoxhomöostase, die vor 
allem auch durch gut aufeinander abgestimmte Aktivitäten antioxidativer Enzyme 
reguliert wird (Valko et al., 2007). Die Superoxiddismutase (SOD1) katalysiert die 
Dismutation von Superoxid-Anionen (•O2-) zu Wasserstoffperoxid (H2O2) und 
molekularem Sauerstoff (O2). Das resultierende H2O2 wird entweder durch die 
Katalase, die H2O2 in O2 und Wasser abbaut, oder durch die Glutathion-Peroxidase 
(GPx1/2), die GSH als Elektronendonor verwendet, kontrolliert (Imlay, 2008).  
 
1.4  Apoptose durch zahnärztliche Monomere 
 
Apoptose ist ein aktiver, energieverbrauchender Prozess mit deutlichen 
morphologischen Veränderungen betroffener Zellen und Gewebe (Majno und Joris, 
1995; Nicholson und Thornberry, 2003). Zellen in Apoptose schrumpfen, das 
Chromatin des Zellkerns ist kondensiert und liegt außerhalb des Zentrums. Die 
zelluläre DNA wird durch die Aktivierung von Endonukleasen in Fragmente 
charakteristischer Größe geschnitten (DNA laddering) und die Integrität der 
Zellmembran geht verloren. Es entstehen membranumstülpte Säckchen (blebbing), 
und der Verlust der Asymmetrie in der Orientierung der Zellmembran wird an der 
Exposition von Phosphatidylserin an der äußeren Zelloberfläche erkennbar (Kerr et 
al., 1972; Searle et al., 1982). Apoptose ist ein zelleigenes Programm zur Aktivierung 
von Proteinen mit sensorischer, regulatorischer und ausführender Wirkung. Dieses 
Programm wird zum einen über Rezeptoren in der Zellmembran (death receptor) 
vermittelt und führt zur Aktivierung von Effektoren (Caspasen) über regulatorische 
Proteine (extrinsische Form der Apoptose) (Nicholson und Thornberry, 1997; Shi, 
2004). Andererseits nehmen auch Mitochondrien eine zentrale Stellung im Prozess 
der Apoptose ein (Kuwana und Newmeyer, 2003). Anders als Zellen in Apoptose 
schwellen Zellen in Nekrose an und werden größer (Oncosis), die Integrität der 
Zellmembran geht verloren und Zellinhalte werden freigesetzt. Lange wurde Nekrose 
als ein passiver und unkontrollierter Prozess betrachtet. Mittlerweile gibt es Hinweise 
darauf, dass auch Nekrose ähnlich wie die Apoptose über ein enges Netz von 
Signaltransduktionswegen reguliert werden kann (Kroemer et al., 2009). 
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Durch den Hinweis, dass eine erhöhte Menge an ROS als Signalmoleküle für die 
Induktion der Apoptose entscheidend sind, gewinnt dieser neue Ansatz in der 
Diskussion von Mechanismen zytotoxischer Effekte dentaler Monomere an 
Bedeutung. Wie oben diskutiert, verursachen Monomere einen Abfall der 
Konzentration des intrazellulären Antioxidans GSH, während parallel dazu die Menge 
an ROS zunimmt  (Schweikl et al., 2006; Krifka et al., 2013). Aktuelle Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass Kunststoffmonomere die Expression stress-reaktiver Gene 
auf der Transkriptions- und auf der Proteinebene durch eine Akkumulation von ROS 
verstärken (Krifka et al., 2012b). So ist die Monomer-induzierte Apoptose eine aktive 
Zellantwort auf ROS, deren Menge die zelleigenen Möglichkeiten zum Erhalt der 
Redoxhomöostase überschreitet (Forman und Torres, 2001). 
Möglicherweise spielt dabei neben der Erzeugung oxidativer DNA-Schäden auch die 
Aktivierung der zellulären Signaltransduktionswege über Mitogen-aktivierte 
Proteinkinasen (MAPK) und Transkriptionsfaktoren downstream durch ROS eine 
wesentliche Rolle (Krifka et al., 2010). 
 
1.5   Mitogen- aktivierte Proteinkinasen (MAPK) 
1.5.1 Allgemeines zu MAPK 
 
Eukaryontische Zellen reagieren auf exogene und endogene Reize über eine 
Vielzahl von Signaltransduktionswegen. Diese werden meist durch Rezeptoren an 
der Zelloberfläche oder intrazelluläre Sensoren, die verschiedene interne und externe 
Signale (stressors) erkennen, angestoßen und bewirken so zelluläre Reaktionen wie 
Zellproliferation, Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur, die Freisetzung von Zytokinen 
oder sie leiten Apoptose ein (Takeda et al., 2008). Die Kaskade der MAP-Kinasen ist 
eine dieser Signalketten (Hayakawa et al., 2006).  
In Säugerorganismen werden 14 MAPK in 7 Gruppen zusammengefasst. Seit 
langem am besten untersucht sind die Mitglieder der drei Familien p38-MAPKs, die 
extracellular-signal regulated kinases (ERK1/2 oder p42/p44-MAPK) sowie die c-Jun 
NH2-terminalen Kinasen 1-3 (JNK) (Aicher et al., 1999; Chang, 2001; Puig-Kroger et 
al., 2001; Cargnello und Roux, 2011). Jede MAPK-Familie steuert bestimmte 
Zielgene über Transkriptionsfaktoren downstream und hat unterschiedliche 
Aufgaben. Trotzdem gibt es ausgeprägte Interaktionen zwischen den einzelnen 
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MAPK, so dass man von einem Netzwerk von Signalen und nicht von unabhängigen 
parallelen Systemen ausgeht (Zhang et al., 1997; Rescigno et al., 1998; Cobb, 
1999). Nach dem Erkennen eines Mitogens, also eines Proteins, welches die 
Zellproliferation anregt, durch Rezeptoren auf der Zelloberfläche, beispielsweise Toll-
like Rezeptoren (TLRs), erfolgt die Weiterleitung des Signals über drei Stufen von 
MAPK (Beutler, 2004; Cargnello und Roux, 2011). Dazu zählen erstens  die Mitogen-
aktivierten Proteinkinase-Kinase-Kinasen (MAPKKK), zweitens Mitogen-aktivierte 
Proteinkinase-Kinasen (MAPKK) und drittens die MAPK selbst (Matsuzawa und 
Ichijo, 2005; Moens et al., 2013). Die Aktivierung der MAP-Kinasen führte zu so 
verschiedenen Zellreaktionen wie der Aktivierung der Genexpression der 
Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Verzögerung des Zellzyklus oder der 
Induktion von Apoptose (Tanoue und Nishida, 2003). So ist beispielsweise die 
Aktivierung der MAPK JNK und p38 durch Stressfaktoren wie UV-Strahlung, 
Röntgenstrahlen oder Chemikalien wie Cadmiumchlorid oder Arsenit sowie oxidativer 
Stress beschrieben (Matsuzawa und Ichijo, 2005; Cargnello und Roux, 2011). Man 
bezeichnet JNK und p38 auch gemeinsam als SAPK (stress-activated protein 
kinases) (Matsuzawa und Ichijo, 2005). Auch das Lipopolysaccharid (LPS), ein 
bakterielles Endotoxin, ist ein wirksamer Aktivator von JNK, p38 und ERK 1/2. MAPK 
steuern ihrerseits Zielgene downstream. So sind aktuell Transkriptionsfaktoren wie 
etwa Sp1, E2F, Elk-1 oder activator protein 1 (AP-1) als Ziele von MAPK beschrieben 
(Murphy und Blenis, 2006; Katz et al., 2007; Krifka et al., 2011). 
  
1.5.2  Aktivierung von MAPK durch ROS 
 
MAPK werden nicht nur durch die Bindung von Liganden an spezifische Rezeptoren 
auf der Zelloberfläche aktiviert, sondern auch durch reaktive Sauerstoffspezies 
(ROS). Die Mechanismen sind momentan unklar (Son et al., 2013). Es ist allerdings 
bekannt, dass ROS als second messenger in der  Steuerung der Zellproliferation 
über die Aktivierung der MAPK ERK1/2 wirken (Matsuzawa und Ichijo, 2005). 
Beispielsweise werden als Reaktion auf eine erhöhte Menge an H2O2 oder UV-
Strahlung Wachstumsfaktoren wie EGF (epidermal growth factor) oder PDGF 
(platelet-derived growth factor) phosphoryliert und können über Ras, ein kleines G-
Protein, wiederum ERK1/2 aktivieren (Sachsenmaier et al., 1994). So gesehen ist 
ERK1/2 ein anti-apoptotischer Regulator (Guyton et al., 1996; Cargnello und Roux, 
 19 
2011). Allerdings unterliegen Zellen durch oxidativen Stress aufgrund von 
Umwelteinflüssen und einer so gestörten ROS-Homöostase dem Zelltod durch 
Apoptose (Krifka et al., 2012a; Harijith et al., 2014). Andererseits ist auch bekannt, 
dass Antioxidantien wie N-Acetylcystein (NAC) und Dithiothreitol (DTT) oder auch 
experimentell überexprimierte antioxidative Enzyme die durch Stresskinasen 
induzierte Apoptose hemmen können (Maehara et al., 2001; Townsend et al., 2003).  
 
1.5.3 MAPK im zellulären Immunsystem 
 
MAPK haben  eine zentrale Bedeutung  in der Transduktionskaskade zur Aktivierung 
des angeborenen Immunsystems. Viren und Bakterien oder bakterielle Endotoxine 
wie Lipopolysaccharide (LPS), ein Glykolipid der äußeren Membran Gram-negativer 
Bakterien, werden von Monozyten oder Makrophagen abgewehrt (Janeway und 
Medzhitov, 2002; Rossol et al., 2011). Um diese fremden Organismen oder deren 
Komponenten zu erkennen, besitzen Zellen Rezeptoren auf ihrer Oberfläche. Die 
wichtigste Komponente der Perzeption sind die oben genannten Toll-like-Rezeptoren 
(TLR). Das Endotoxin LPS ist ihr am meisten untersuchter Ligand (Miyake, 2004), 
der über das LBP (LPS binding protein) an das Oberflächenantigen CD14 (cluster of 
differentiation 14) und MD-2 (myeloid differentiation protein-2) schließlich an den 
Rezeptor TLR4 bindet (Ulevitch, 1993; Rossol et al., 2011). In der daraufhin 
ausgelösten Transduktionskaskade werden über TRAF6 die MAP-Kinasen, vor allem 
p38 und JNK, aktiviert. Die MAPK steuern dann koordiniert mit Transkriptions-
faktoren, beispielsweise NF-κB, die spezifischen Reaktionen des angeborenen 
zellulären Immunsystems, zu denen die Freisetzung von Zytokinen oder die 
Expression von Oberflächenantigenen wie CD14 zählen (Lee et al., 2007). 
Stressoren, wie auch dentale Monomere, beeinflussen diese LPS-stimulierten 
Signalwege der Freisetzung von Zytokinen oder der Expression von Oberflächen-
antigenen. So wurde etwa die Freisetzung von  TNF-α nach Stimulation mit LPS in 
zuvor mit TEGDMA oder HEMA behandelten Monozyten stark inhibiert (Noda et al., 
2003). Ebenso wurde nach TEGDMA-Exposition sowohl in LPS- stimulierten als auch 
in ansonsten unbehandelten Makrophagen eine starke Inhibition der Freisetzung von 
TNF-α, IL-6 und IL-10 sowie der Expression einer ganzen Reihe von 
Oberflächenantigenen nachgewiesen (Eckhardt et al., 2009b; Bolling et al., 2013). 
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Die Freisetzung, aber auch deren Inhibition erfolgen sehr rasch nach Exposition 
(Krifka et al., 2011; Ansteinsson et al., 2013; Bolling et al., 2013). 
 
1.5.4 MAPK in der Regulation des Zellzyklus 
 
Die MAPK ERK1/2 und p38 sind als Regulatoren des Zellzyklus beschrieben. 
ERK1/2 besitzt eine zentrale Funktion für die Zellproliferation und wird durch 
Wachstumsfaktoren aktiviert. Diese Aktivierung erfolgt meist über Tyrosinkinase-
Rezeptoren und die Aktivierung von Ras, der MAPKK Raf-1 und der nach-
geschalteten Aktivierung von MEK1/2, für die bisher außer ERK1/2 keine weiteren 
Substrate bekannt sind (Chambard et al., 2007). So steuert ERK1/2 die Synthese 
des Cyclin D1 auf der Transkriptionsebene in Koordination mit der aktivierten PI3-
Kinase (Katz et al., 2007).  Im Unterschied zu ERK1/2 ist p38 ein negativer Regulator 
der Synthese von Cyclin D1 (Lavoie et al., 1996; Chambard et al., 2007). An der 
Steuerung des Arrests des Zellzyklus in Folge von DNA-Schäden durch chemische 
oder physikalische Agenzien, etwa  radioaktive- oder UV-Strahlung, sind die beiden 
MAPK ERK1/2 und p38 beteiligt  (Tang et al., 2002; Golding et al., 2007). Man geht 
davon aus, dass für diese Art der zellulären Reaktion auf Stressoren der Umwelt eine 
Interaktion mit dem bekannten Kontrollmolekül ATM (ataxia telangiectasia mutated), 
eine Serin/Threonin-Proteinkinase, die hauptsächlich durch DNA-Doppelstrang-
brüche aktiviert wird, und dem Transkriptionsfaktor p53 downstream von ATM 
notwendig ist. So wurde beschrieben, dass  ERK1/2 das Tumorsuppressorprotein 
p53 in vitro phosphorylierte, nachdem es selbst mit cis-Platin aktiviert wurde 
(Persons et al., 2000). 
 
1.5.5 MAPK in der Apoptose 
 
Signalwege, die Apoptose auslösen oder das Überleben von Zellen fördern, werden 
von den MAPK ERK1/2, JNK und p38 reguliert. Welche der MAP-Kinasen spezifisch 
Apoptose induziert, ist wohl abhängig von den aktivierenden Faktoren, den 
betroffenen Zelltypen oder der Höhe und der Dauer des Stresses (Matsuzawa und 
Ichijo, 2005). Obwohl allgemein angenommen wird, dass ERK1/2 die Zellproliferation 
und das Zellüberleben fördert und JNK/p38 nicht nur davon verschiedene, sondern 
sogar entgegengesetzte Wirkung haben, darf man aufgrund neuerer Untersuchungen 
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doch vermuten, dass auch JNK und p38 Funktionen für das Zellüberleben oder die 
Zelldifferenzierung haben (Matsuzawa und Ichijo, 2005; Vriz et al., 2014). So führt 
der Entzug eines Wachstumsfaktors zur dauerhaften Aktivierung von JNK und p38 
sowie zur Inhibition von ERK1/2, und diese beiden Wirkungen induzieren Apoptose 
(Xia et al., 1995). 
Die Bildung von ROS scheint, wie oben skizziert, ein ganz wesentlicher Faktor für die 
Aktivierung von MAPK zu sein. Sowohl ERK1/2 als auch JNK/p38 wurden als 
Reaktion auf oxidativen Stress aktiviert und bestimmten Zellüberleben oder 
Apoptose. So führte beispielsweise die Inhibition der Aktivierung von JNK/p38 durch 
eine Deletion von ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), eine MAPKKK 
oberhalb der SAPK, zur Resistenz gegen die Induktion von Apoptose durch 
oxidativen Stress. Der Grund ist wahrscheinlich die Inhibition der späten Aktivierung  
von JNK/p38 (Tobiume et al., 2001; Matsuzawa et al., 2002; Soga et al., 2012). 
Somit ist oxidativer Stress wohl  ein  zentraler Faktor für die Induktion von Apoptose 
über die Aktivierung von MAP-Kinasen wie p38. Umgekehrt ist Thioredoxin (Trx), ein 
redox-sensitives und antioxidatives Protein, ein negativer Regulator des ASK1-
induzierten p38 Signalwegs ebenso wie die durch oxidativen Stress induzierbare 
dualspezifische Phosphatase 5 (DUSP5). DUSP5 und Trx inhibieren die durch 
oxidativen Stress induzierbare Apoptose (Saitoh et al., 1998; Morita et al., 2001). 
Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang die Aktivierung der Expression von 
DUSP5, eine MAPK-spezifische Phosphatase, auf der Transkriptionsebene in  
Zellkulturen, die dem Monomer TEGDMA exponiert waren. Diese Aktivierung von 
DUSP5 verweist auf die Aktivierung des MAPK Signalwegs und seine Kontrolle durch 
Dephosphorylierung an Serin- oder Threonin-Resten. Anscheinend dephosphoryliert 
DUSP5 bevorzugt ERK1/2. Interessanterweise scheint die Expression von DUSP5 
unter der direkten Kontrolle von p53 zu erfolgen (Schweikl et al., 2008). 
 
1.5.6 Die Aktivierung von MAPK durch dentale Monomere 
 
 
Monomere aus dentalen Kompositen wie TEGDMA oder HEMA aktivieren MAPK. So 
wurde berichtet, TEGDMA und HEMA würden nach langen Expositionszeiten 
ERK1/2 in Speicheldrüsenzelllinien aktivieren, während p38 und JNK durch 
TEGDMA, jedoch nicht durch HEMA aktiviert wurden (Samuelsen et al., 2007). Da 
diese Ergebnisse allerdings nur für einen relativ frühen Zeitpunkt (6h) nach 
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Expositionsstart ermittelt wurden, sind sie nur bedingt aussagekräftig. In humanen 
Pulpazellen scheint die TEGDMA-induzierte Apoptose nicht über ERK1/2 vermittelt 
zu sein, da ein spezifischer pharmakologischer Inhibitor dieses Signalwegs die Zahl 
der Zellen  in Apoptose nicht veränderte (Spagnuolo et al., 2004a). Es wurde jedoch 
eine sehr rasche Aktivierung von ERK1/2 durch HEMA nachgewiesen. Eine deutlich 
geringere Anzahl überlebender Zellen nach Inhibition von ERK1/2 in Anwesenheit 
von HEMA verweist darauf, dass ERK1/2 unter diesen Bedingungen eine anti-
apoptotische Funktion übernimmt (Spagnuolo et al., 2008). 
Eine genaue Betrachtung zeigte schließlich auch die differenzielle Aktivierung von 
MAPK durch Monomere, wie TEGDMA in Zellen des Immunsystems. So bewirkte 
zwar die Stimulation der Zellen mit LPS einen deutlichen Anstieg der Menge an 
phospho-p38 bereits nach 15 min, allerdings aktivierte TEGDMA die p38 MAPK zu 
diesem frühen Zeitpunkt nicht. Bereits nach einer Expositionszeit von 30 min erhöhte 
TEGDMA die Menge an phospho-p38 jedoch um den Faktor 2, ERK1/2 oder JNK 
hingegen wurden nicht aktiviert (Krifka et al., 2010). TEGDMA inhibierte nach 1h oder 
2h Exposition sogar die Bildung von phospho-ERK1/2, nach langen Expositions-
zeiten von 6h und vor allem 24h war jedoch die Expression von ERK1/2, p38 und 
JNK drastisch erhöht. Die starke Aktivierung von ERK1/2 durch TEGDMA erfolgt 
dann wahrscheinlich über Signalwege, die dem durch TEGDMA induzierten und 
wahrscheinlich durch p38 und JNK vermittelten programmierten Zelltod (Apoptose) 
entgegenwirken. ERK1/2 wird wahrscheinlich als pro-survival factor von TEGDMA 
aktiviert, um das Überleben der Zellen zu fördern, und p38 entgegenzuwirken (Krifka 
et al., 2010). Die Vermutung, die späte und lang anhaltende Aktivierung von p38 
könnte mit der Induktion von Apoptose durch TEGDMA verbunden sein, hat sich 
jedoch nach Experimenten mit spezifischen, pharmakologisch wirksamen Inhibitoren 
für ERK1/2, p38 oder JNK bisher nicht bestätigt (Krifka et al., 2011). Andererseits 
schützte das Antioxidans N-Acetylcystein humane Monozyten vor TEGDMA-
induzierten, zytotoxischen Effekten und inhibierte, damit assoziiert, die Aktivierung 
der MAPK p38 und ERK1/2 nach langen Expositionszeiten (Eckhardt et al., 2009a). 
Sehr ähnliche Ergebnisse wurden in Mausmakrophagen beobachtet (Krifka et al., 
2010). Diese Beobachtungen, die Erzeugung von ROS, die späte Induktion von 
Apoptose sowie parallel dazu die Aktivierung von MAPK könnten bedeuten, dass 
Monomere wie TEGDMA oder HEMA Apoptose über oxidative DNA-Schäden oder 
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über die Aktivierung der MAPK und Transkriptionsfaktoren downstream induzieren 
könnten. 
DNA-Schäden könnten über eine Signalkaskade aus ATM, dem Transkriptionsfaktor 
p53 und p21 die Monomer-induzierte Apoptose auslösen (Lavin und Gueven, 2006; 
Krifka et al., 2011). Inzwischen wurde auch die Induktion von Apoptose durch HEMA 
über den intrinsischen Weg als Folge von DNA-Schäden und der damit verbundenen 
Aktivierung der Signalmoleküle ATM, H2AX und p53 nachgewiesen (Schweikl et al., 
2014). Andererseits weiß man, dass die redox-sensitive MAPK-Signalkaskade 
Transkriptionsfaktoren downstream aktiviert, die ihrerseits an der Induktion von 
Apoptose durch Monomere beteiligt sein könnten. So inhibierte TEGDMA die 
Expression der stressinduzierbaren Transkriptionsfaktoren c-Jun, ATF-2 oder ATF-3 
(Krifka et al., 2011). Dabei ist ATF-2  sowohl für die Koordination von Zellantworten 
auf DNA-Schäden als auch für die Induktion von Apoptose nötig (Maekawa et al., 
2007; Bhoumik und Ronai, 2008). Ebenso scheint ATF-3 stress-induzierte adaptive 




Comonomere zahnärztlicher Komposite wie 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) und 
Triethylenglycoldimethacrylat (TEGDMA) sind in vitro zytotoxisch. Der Grund dafür ist 
die  vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und damit der Verlust 
der zellulären Redoxhomöostase. Weil außerdem Monomere in vitro zelluläre 
Signalwege wie Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) aktivieren können, darf 
man vermuten, dass die Aktivierung von MAPK durch Phosphorylierung ein 
Mechanismus der Zytotoxizität dentaler Monomere sein könnte. Bisher konnte nur 
die in der Zeit koordinierte Induktion von Apoptose durch Monomere und eine 
Aktivierung von MAPK gezeigt werden. Ein kausaler Zusammenhang zwischen der 
Aktivierung von MAPK und der Monomer-induzierten Apoptose wurde bisher nicht 
nachgewiesen. Außerdem können Lipopolysaccharide (LPS) als Endotoxine Gram-
negativer kariöser Keime in tiefen kariösen Läsionen über Dentin diffundieren, 
Pulpagewebe erreichen und durch die Aktivierung des zellulären Immunsystems eine 
Entzündungsreaktion hervorrufen. In besonderen klinischen Situationen stressen 
daher sowohl kariöse Keime und deren Endotoxine als auch Monomere das 
Pulpagewebe. 
Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es daher, durch die Verwendung  
spezifischer pharmakologischer Inhibitoren für die MAPK ERK1/2 (PD98059), p38 
(SB203580) und JNK (SP600125) zu analysieren, ob und wie MAPK an der HEMA-
induzierten Apoptose beteiligt sind.  
 
In Einzelnen sollte untersucht werden:   
1. Welche der MAP-Kinasen ERK1/2, p38 oder JNK vermittelt die Monomer-
induzierte Apoptose von HEMA? 
2. Verändert die Anwesenheit von LPS die Wirkung von HEMA auf die Zellvitalität? 
3. Wie beeinflusst die Anwesenheit des Antioxidans N-Acetylcystein (NAC) die 
Wirkung von HEMA auf die Zellvitalität? 
 
Die Experimente wurden mit RAW264.7 Mausmakrophagen durchgeführt, die als 
Modell für die Analyse von Reaktionen von Zellen des Immunsystems auf die 
Exposition gegen zahnärztliche Monomere dienen. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Chemikalien 
Annexin V-PE Apoptosis Detectionkit MBL, BIOZOL Diagnostica Vertrieb 
GmbH, Eching 
Camptothecin (Cat.nr.JM-1039-1; Lot. 
30739) 
MBL, BIOZOL Diagnostica Vertrieb 
GmbH, Eching 
Dimethylsulfoxid (Cat.nr. 2064) Pierce, Thermo Fisher  Scientific  Inc. 
Rockford, IL, USA 
EDTA-Natrium-Salz (Cat.nr.03685) Fluka AG, Schweiz 
FBS Foetal Bovine Serum 
(Cat.nr.10108-165) 
Gibco, Paisley, Schottland 




JNK II Inhibitor SP600125 
(Cat.nr.420128; Lot.D00082098) 
Calbiochem,  Merck KGaA, 
Darmstadt 





Lot.D00068254) mit 99,7% Reinheit 







3.1.2 Medien, Puffer und Lösungen für die Zellkultivierung 
 
Alle Medien, Lösungen und Puffer wurden steril filtriert und vor Gebrauch im 
Wasserbad (37 °C) vorgewärmt. Jedem Liter Medium wurden 10 ml Penicillin-
Streptomycin–Stammlösung (100 U/ml Penicillin und 10µg/ml Streptomycin) 
zugegeben. 
 
Medium für RAW 264.7 Mausmakrophagen (500 ml) 
RPMI 1640 mit L-Glutamin, 2 g/l NaHCO3 
+ 50 ml FBS  
+ 5 ml Natriumpyruvat (1mmol/L) 
+ 5 ml Penicillin /Streptomycin 
SB203580 (Cat.nr.1202; 
Lot.4A/89999) 
Tocris, R&D Systems, Wiesbaden 
Penicillin-Streptomycin (Cat.nr.15140-
122) 
Gibco BRL, Eggenstein 
Propidium-Jodid (PI) (Lot.: 019K1149 
aus Kit BV-K101-3) 
MBL, BIOZOL Diagnostica Vertrieb 
GmbH, Eching 
RPMI 1640 Medium (Cat.nr.P04-
16500 mit L-Glutamin, 2g/l NaHCO3) 
PAN Biotech, Aidenbach 










10x CMF-PBS (Calcium- und Magnesiumfreier Phosphatpuffer) 
80 g  NaCl 
2 g  KCl 
9,1 g  Na2HPO4 
2 g  KH2PO4 
add 1000 ml aqua demin. (18 MOhm) 
 
1x CMF-PBS (Calcium- und Magnesiumfreier Phosphatpuffer) 
100 ml 10 x CMF-PBS 
add 1000 ml Aqua demin. (18 MOhm) 
 
10x CMF-PBS-EDTA (Phosphatgepufferte Salzlösung mit EDTA )( pH 7.3) 
80,0 g Natriumchlorid 
2,0 g Kaliumchlorid 
2,0 g Natriumhydrogenphosphat 
9,1 g Kaliumhydrogenphosphat 
2,0 g EDTA-Natriumsalz (Titriplex III) 
Add 1000 ml Aqua demin. (18 MOhm) 
 
1x CMF-PBS-EDTA (Phosphatgepufferte Salzlösung mit EDTA) 
100 ml 10x CMF-PBS-EDTA 
add 1000 ml Aqua demin. (18 MOhm) 
 
3.1.3 Lösungen für den Nachweis von Apoptose 
 
Binding-Buffer für Annexin aus dem Apoptose Kit (MBL) 
 
FACS-Puffer  
10 ml FBS   
10 ml 10% Natriumazid   
auf 1000 ml mit 1x CMF-PBS   
   
Propidiumiodid (PI)  
950 µl Wasser, 50 µl PI 1mg/ml  
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3.1.4 Lösungen für den Kristallviolett-Test 
 
70% Ethanol 
70 ml Ethanol 
30 ml Aqua demin. (18 MOhm)     
 
1% Glutardialdehyd-Lösung 
4 ml Glutardialdehyd (25%)  
96 ml Aqua demin. (18 MOhm)  
 
0,2% Kristallviolett-Stammlösung  
0,2 g Kristallviolett (cristal violet) 
add 100 ml Aqua demin. (18 MOhm)  
 
0,02% Kristallviolett-Färbelösung 
10 ml 0,2%-ige Stammlösung  
90 ml Aqua demin. (18 MOhm)  
    
3.1.5 Verbrauchsmaterial     
 
Cellstar Tubes [188271] Greiner, Frickenhausen 
Falconröhrchen (50ml) [2070] Becton Dickinson, Heidelberg 
Falconröhrchen (15ml) [2052]  Becton Dickinson, Heidelberg 
Kulturflaschen T162 (162 cm2) [3151] Costar, Corning Inc., NY, USA 
Pipettenspitzen 1000um [70762] Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen 200um [70760002] Sarstedt, Nümbrecht 
Reagenzglas mit Rundboden Becton Dickinson, New Jersey 
Reagent Reservoir 50ml [4870] Costar, Corning Inc., NY, USA 
Steritop ExpressPlus 0,22um Millipore, Billerica, MA, USA 
Stripetten 5- 50ml Costar, Corning Inc., NY, USA 
Varipetten 100-1000µl, 10-100µl Eppendorf, Hamburg 
Zellschaber [353087] Falcon, BD 
6-Well-Platten, Cat.No.657165 Greiner, Frickenhausen 





Begasungsbrutschrank BB 6220 Heraeus, Hanau 
Durchflusszytometer FacsCanto Becton Dickinson, Heidelberg 
Lichtmikroskop Diavert [Ser.Nr.896460] Leitz, Wetzlar 
Magnetrührer IKA- COMBIMAG RCT IKA-Werk GmbH, Staufen 
Milli-QUF plus Millipore, Billerica, MA, USA 
pH-Meter Kalimatic Knick, Berlin 
Pipettierhilfe accu jet Brand, Wertheim 
Pipettierhilfe Reference Eppendorf, Hamburg 
Pipettierhilfe Multipette plus Eppendorf, Hamburg 
Purification pack (CPMQ 004D2) Millipore, Billerica, MA, USA 
Präzisionswaage MC 210 P Sartorius, Göttingen 
Sartorius Waage1404 MP 8; No.3310033 Sartorius, Göttingen 
Spektralphotometer Infinite F200 TECAN GmbH, Männedorf,Schweiz 
Sterile Werkbank Laminar Flow Gelaire 
BSB 4 
FlowLaboratories, Merckenheim 
Schüttler G.F.L.- 3018 GFL, Burgwedel 
Vortex, Reax Top Heidolph, Schwabach 
Wasserbad Schüttler G.F.L. -1083 GFL, Burgwedel 
Zählkammer „Neubauer Improved“ Brand, Wertheim 
Zentrifuge Rotixa/P Typ 4202 Nr.2181 Hettich, Tuttlingen 
Zentrifuge Rotanta 460R Hettich, Tuttlingen 
      
3.1.7 Software 
 
FACSDiva 5.0.2 Software (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)  
TECAN Magellan - Data Analysis Software Infinite 200 PRO 
SPSS, Vers. 18.0 (SPSS, Chicago IL, USA)  









3.2.1  Zellkultur 
 
Die Kultivierung tierischer oder pflanzlicher Zellen außerhalb eines Organismus wird 
als Zellkultur bezeichnet. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten RAW 264.7 
Mausmakrophagen (ATCC TIB-71) wurden von der Deutschen Sammlung für 
Mikroorganismen und Zellkulturen (Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) bezogen. Die Zellen wurden als Monolayer 
in RPMI-Medium in T162-Flaschen in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit 
5% CO2-Anteil bei 37 °C im Inkubator kultiviert. Sobald ein subkonfluenter Monolayer 
gewachsen war, wurden die Zellen passagiert. Hierfür wurde das Altmedium 
abgekippt. Danach wurde der Zellmonolayer mit 5 ml 1x PBS-EDTA gewaschen. Um 
die adhärenten Zellen abzulösen, wurden noch einmal 5 ml 1x PBS-EDTA auf die 
Zellen pipettiert und diese anschließend vorsichtig vom Flaschengrund geschabt. 
Danach wurden die Zellen in 10 ml Medium resuspendiert. Die Bestimmung der 
Zellzahl erfolgte mit dem Hämozytometer nach Trypanblaufärbung, nachdem die 
Zellsuspension in ein 50 ml Falconröhrchen überführt und erneut resuspendiert 
worden war. Es wurden pro T162 Flasche 0,5 x 106 Zellen ausgesät, um nach 2-3 
Tagen einen subkonfluenten Monolayer zu erreichen. 
 
3.2.2 Herstellung der Expositionslösungen 
 
Zunächst wurden Stammlösungen vorbereitet. Dazu wurde 200,6 µl HEMA 
Orginallösung zu 79799,4 µl Medium pipettiert (=20 mM HEMA). Außerdem wurden 
LPS (10µg/ml) und Camptothecin (2 mM) als Stammlösungen in Zellkulturmedium 
gelöst. Lösungen von MAPK-Inhibitoren wurden aufgrund früherer Vorversuche (nicht 
gezeigt) in zwei verschiedenen Konzentrationen hergestellt. Sie wurden zunächst 
doppeltkonzentriert angesetzt und dann für die Vorinkubation ohne HEMA (vgl. 
unten) in einem Falconröhrchen 1 plus 1 mit Medium oder für die Exposition nach der 
Vorinkubation 1 plus 1 mit Medium oder doppeltkonzentrierten HEMA-Lösungen (in 
RPMI-Medium) verdünnt. Es wurden jeweils zwei verschiedene Inhibitor-
konzentrationen geprüft. Der MEK-Inhibitor (PD98059) wurde in Konzentrationen von 
10µM und 30µM, der p38 Inhibitor (SB203580) als 10µM und 30µM und der JNK II-
Inhibitor (SP600125) mit 3µM und 10µM analysiert. 
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N-acetylcystein (NAC) wurde zuerst in Zellkulturmedium (250 mmol/L Stammlösung) 
gelöst und dann in Medium verdünnt (10 mmol/L). Alle Lösungen mit NAC wurden 
eine Stunde vor einem Experiment  auf  pH 7.2 bei 37 °C eingestellt.  Zellkulturen in 
Experimenten mit NAC wurden eine Stunde mit NAC vorinkubiert. 
 
3.2.3 Nachweis der Zytotoxizität  (Kristallviolett-Test) 
 
Der Kristallviolett-Test ist ein spektralphotometrisches Verfahren, das auf der 
Färbbarkeit von Zellen mit dem Farbstoff Kristallviolett (Gentianaviolett) beruht (Flick 
und Gifford, 1984). Man macht sich bei diesem Test zu Nutze, dass der an Zellen 
fixierte Farbstoff nicht mit Wasser abgespült werden kann. Zellen in Kulturschalen 
werden zunächst gefärbt, dann mit Wasser mehrmals gespült, und anschließend wird 
der fixierte Farbstoff mit 70% Ethanol in Lösung gebracht. Die resultierenden 
optischen Dichten in Kulturen exponierter Zellen werden gegen die klare Lösung als 
Blindwert am Spektralphotometer vermessen und sind schließlich ein Maß für die 
Zahl verbleibender Zellen. In Vorversuchen wurde der Bereich für einen linearen 
Zusammenhang zwischen der optischen Dichte und der eingesetzten Zellzahl 
ermittelt.  
 
3.2.3.1 Aufbau und Ablauf Kristallviolett-Test 
 
Für den Kristallviolett-Test und die Bestimmung der Apoptose wurden parallel die 
gleiche Zellkultur und dieselben Expositionslösungen verwendet. Zellen aus der 
Routinekultur wurden mit dem Zellschaber in 5 ml PBS-EDTA vorsichtig vom 
Flaschenboden abgeschabt und mit weiteren 10ml Medium als Zellsuspension in 
einem Falconröhrchen geerntet. Anschließend wurden die Zellen bei 1100 U/min für 
5min zentrifugiert (Hettichzentrifuge). Der Überstand wurde verworfen und das 
Zellpellet wurde in etwa 30ml frischem Medium aufgenommen. Mit einem Aliquot 
daraus wurde die Zahl der Zellen nach der Färbung mit Trypanblau in einer 
Neubauer Zählkammer unter dem Mikroskop bestimmt.  
Der Test selbst wurde in Mikrotiterplatten (96 Well) durchgeführt. Die Zellzahl wurde 
auf 10000 vitale Zellen pro ml eingestellt und davon wurden 200µl mit 2000 Zellen 
pro Well pipettiert. Für jede Konzentration der Testsubstanz wurden in jedem 
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Experiment parallel Zellen in 4 Wells (Replikate) ausgesät. Die Vorbereitung der 
entsprechenden Lösungen ist oben (Kapitel 3.2.2) beschrieben.   
Die Zellkulturen wurden zunächst 24h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde 
dieses Medium verworfen, und die Zellkulturen wurden für eine Stunde  mit  100 µl 
Medium mit MAPK-Inhibitoren in zwei Konzentrationen, 10mM N-Acetylcystein (NAC) 
oder mit Medium ohne weitere Zusätze inkubiert. Optimale Konzentrationen der 
MAPK-Inhibitoren waren mit 10µM und 30µM für den MEK1/2-Inhibitor PD98059, 
3µM und 10µM für den JNK-Inhibitor SP600125 sowie 10µM und 30µM für den p38-
Inhibitor SB203580 in Vorversuchen ermittelt worden. Schließlich wurden die Zellen 
200 µl Medium mit HEMA (0,1,4,6 oder 8 mM) mit oder ohne PD98059 (10µM oder 
30µM), SP600125 (3µM oder 10µM), SB203580 (10µM oder 30µM) oder 10 mM 
NAC für 24h bei 37°C und 5% CO2 exponiert. Als Positivkontrolle wurde 0,05µM 
Camptothecin verwendet. Sämtliche Experimente wurden zusätzlich mit oder ohne 
0,1µg/ml LPS durchgeführt. 
 
3.2.3.2 Fixierung der Zellkulturen 
 
Eine visuelle Überprüfung des Zellwachstums in den einzelnen Wells wurde am 
Mikroskop vor der Fixierung durchgeführt. Danach wurden die Medien verworfen. Die 
Zellkulturen wurden mit 100 µl kalter 1%igen Glutardialdehyd-Lösung bei  
Raumtemperatur für 30 Minuten fixiert. Anschließend wurde die  Glutardialdehyd-
Lösung verworfen, die Zellen wurden zweimal mit raumtemperiertem 1xPBS-EDTA 
gewaschen und in einer zweiten PBS-EDTA-Waschlösung im Kühlschrank mit 




Für die Kristallviolettfärbung wurde das PBS-EDTA abgekippt und jedes Well mit 
150µl 0,02%iger Kristallviolett-Lösung für den 15-minütigen Färbevorgang versehen. 
Anschließend wurden die Färbelösungen abgekippt, die Mikrotiterplatten mit 
Leitungswasser gewaschen und zum Ablaufen des Restwassers umgedreht auf 
saugfähiges Papier gelegt. In die angetrockneten Wells wurden je 180 µl 70%iges 
Ethanol gegeben, das innerhalb der nachfolgenden drei Stunden auf dem Schüttler 
GFL 3018 bei 100 Upm das an den Zellen verbliebene Kristallviolett löste. 
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3.2.3.4 Photometrische Messung 
 
Die photometrische Messung erfolgte bei einer Wellenlänge von 600 nm mit dem 
TECAN Spektralphotometer (Infinite F200, TECAN GmbH, Männedorf, Schweiz). 
 
3.2.3.5 Auswertung und Statistik 
 
Die in unbehandelten Zellkulturen gemessenen optischen Dichten wurden normiert 
(=100%) und optische Dichten in Kulturen, die Testsubstanzen exponiert waren, 
wurden darauf bezogen. Die jeweils vier Einzelwerte für jede experimentelle 
Bedingung aus jeweils vier unabhängigen Experimenten (n=16) wurden zu Medianen 
(plus 25% und 75% Perzentilen) zusammengefasst. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-
Tests wurden in paarweisen Vergleichen die Mediane statistisch analysiert und 
signifikante Unterschiede ermittelt. Das Signifikanzniveau wurde bei p≤0,05 
festgelegt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SPSS (SPSS, 
Vers. 18.0 SPSS, Chicago, IL, USA), die graphische Darstellung mit SigmaPlot (8.0, 
Systat Software, San Jose, CA, USA). 
 
3.2.4 Bestimmung der HEMA-induzierten Apoptose 
 
Die HEMA-induzierte Apoptose wurde auf der Einzelzellebene mittels 
Durchflusszytometrie nach dem Färben exponierter Zellen mit Annexin-FITC oder 
Propidiumiodid (PI) bestimmt (Vermes et al., 1995). Als Kontrollsubstanzen wurden 
Lipopolysaccharid (0,1µg/ml) und Camptothecin (0,05µM) eingesetzt. Zur 
Abschätzung der Funktion der MAPK wurden auch hier die pharmakologischen  
Inhibitoren PD98059 (Inhibitor von MEK1/2), SB203580 (Inhibitor von p38) und 
SP600125 (Inhibitor von JNK1-3) verwendet.   
 
3.2.4.1 Aussaat der Zellen 
 
RAW264.7 Mausmakrophagen aus der Routinekultur wurden nach Standard-
verfahren geerntet. Danach wurden 50.000 Zellen pro Well in 3 ml Zellkulturmedium 





Das Zellkulturmedium wurde entfernt und die Zellen wurden in 2 ml Medium mit oder 
ohne PD98059 (10µM oder 30µM), SP600125 (3µM oder 10µM), SB203580 (10µM 
oder 30µM) für 1h oder mit 10 mM NAC für 24h bei 37°C und 5% CO2 vorinkubiert. 
Danach wurden diese Medien wieder entfernt und die Zellen wurden nun 2 ml 
Medium mit HEMA (0,1,4,6, oder 8 mM) mit oder ohne PD98059 (10µM oder 30µM), 
SP600125 (3µM oder 10µM), SB203580 (10µM oder 30µM) oder 10 mM NAC für 




Es wurden adhärente und nicht adhärente (floating) Zellen geerntet. Dazu wurde 
zunächst das Expositionsmedium in einem FACS-Tube gesammelt. Dann wurde in 
jedes Well 250µl 5mM PBS-EDTA pipettiert, und die Platten wurden für 10min bei 
37°C inkubiert. Danach wurde der Zellrasen mit 1ml des entsprechenden 
Überstandes aus dem FACS-Tube im Well gut abgespült ohne dass ein Schaben 
notwendig wurde. Diese Zellsuspension jedes Wells wurde nun in die beschrifteten 
FACS-Tubes zu den Überständen pipettiert und auf Eis gestellt. Die  FACS-Tubes 
wurden dann bei 600xg bei 4°C für 5min zentrifugiert. Der  Überstand wurde 
verworfen und das Zellpellet in 1ml kaltem FACS-Puffer resuspendiert (Vortex-
Mixer). Die Zellsuspension wurde erneut bei 600xg und 4°C für 5min zentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen und die Zellen des Pellets wurden entsprechend des 
Färbeplans mit Annexin und Propidiumiodid gefärbt. 
 
3.2.4.4 Darstellung von Zellen in Apoptose oder Nekrose 
 
Hintergrund  
Zellen aus HEMA- oder Kontrollsubstanzen-exponierten sowie unbehandelten 
Kulturen wurden mit Annexin und PI gefärbt. Dabei binden Zellen in Apoptose 
Annexin V, ein Protein, das spezifisch negativ geladene Phospholipide der 
Zellmembran markiert (Vermes et al., 1995; Zhao, 2010). Für den Nachweis mittels 
Durchflusszytometrie ist Annexin mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothio-
cyanat (FITC) markiert. Vitale Zellen besitzen eine asymmetrisch aufgebaute 
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Zellmembran mit Phosphatidylserin auf der inneren Oberfläche. Zellen in Apoptose 
verlieren diese Asymmetrie. Phosphatidylserin wird auch auf der äußeren Oberfläche 
zugänglich und mit Annexin detektiert. Neben Annexin wird Propidiumiodid (PI) 
verwendet. Dieser Farbstoff durchdringt die Zellmembran von Zellen in Nekrose und 
färbt DNA orange-rot, indem es in der doppelsträngigen DNA interkaliert. 
 
Praktisches Vorgehen 
PI (50µg/ml) wurde in Wasser verdünnt und 5µl davon wurden unmittelbar vor dem 
Messen mittels FACS zugegeben. Der Annexin-Mix wurde immer frisch hergestellt, 
der 1x Binding Buffer kann jedoch 2-3 Tage nach Lagerung bei 4°C verwendet 
werden. Pro Probe werden 1µl Annexin (MBL-Kit BV-K101-3) und 1x Binding Buffer 
verwendet (MBL-Kit: BV-K101-3). Nach Färbeplan für Proben, die mit Annexin, PI 
oder Annexin+PI gefärbt werden sollen, wurden 100µl des entsprechenden 
Färbemixes zu den Zellen pipettiert. Ungefärbte Proben erhielten 100µl 1x Binding 
Buffer (Blank-Mix). Sobald der Färbevorgang begann, wurden die Proben möglichst 
lichtgeschützt behandelt. 
 
3.2.4.5 Durchflusszytometrie                           
 
Die Durchflusszytometrie (FACS) ist eine Methode, mit der Zellen mittels eines 
anregenden Laserlichts in ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften über 
Fluoreszenzmessungen und physikalische Streulichteigenschaften differenziert 
werden können. Dafür müssen die Zellen als Einzelzellsuspension vorliegen (Hawley 
et al., 2004). Es ist eine sehr schnelle und präzise Technik, Zellreaktionen zu 
quantifizieren, die durch Fluoreszenzmarkierung von intrazellulären Metaboliten, 
Oberflächenmarkerproteinen, intrazellulären Proteinen oder anderen Makromole-
külen wie DNA nachgewiesen werden können. Die Durchflusszytometrie wurde hier 
für die Quantifizierung vitaler Zellen oder von Zellen in Apoptose oder Nekrose 
verwendet (siehe unten).  
 
3.2.4.6 Messprinzip der Durchflusszytometrie 
 
Ein Durchflusszytometer besteht zum einen aus einer mechanischen Komponente, 
bei der die Zellsuspension mit Druck durch eine trichterartige Verengung 
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beschleunigt wird. In der Messkanüle treffen sich zwei Flüssigkeitsströme, der 
Probenstrom und der aus entgastem Wasser bestehende Hüllstrom. Durch den 
höheren Druck des äußeren Hüllstroms (sheath) wird der innere Probenstrom zu 
einem dünnen Faden ausgezogen, es entsteht eine laminare Strömung, mit der die 
Partikel zentriert und mit hoher Geschwindigkeit auf die Messstelle zugeführt werden. 
Man spricht von hydrodynamischer Fokussierung. Die Zellen werden auf diese 
Weise, wie in einer Perlenkette aufgereiht, im rechten Winkel und durch die optimale 
Fokussierungsebene zum Laserstrahl, von einem oder mehreren Lasern der 
optischen Einheit einzeln erfasst. 
Dieser Laser regt die mit einem oder mehreren Fluoreszenzfarbstoffen markierten 
Zellen an, was wiederum von der elektronischen Komponente, dem Detektions-
system erfasst wird. Die Signalverarbeitung erfolgt über Photomultiplier, die über ein 
System aus optischen Linsen als Farbteiler, dichroitischen Spiegeln, Langpass- und 
Bandpassfilter das gestreute Licht und die Fluoreszenz erfassen. Es werden die 
Parameter Vorwärtsstreulicht (FSC), Seitwärtsstreulicht (SSC) und spezifisch für die 
Apoptose-Messungen hier zwei Fluoreszenzen, FITC Fluoreszenz (FL-1) mit einem 
530/30 Bandpassfilter, und PI Fluoreszenz (Fl-3) durch einen 650 nm Langpassfilter 
gemessen. Dabei ist FSC ein Hinweis auf die Größe der vermessenen Zellen, SSC 
wiederum entspricht der Granularität der Zellen. Die vom Laserlicht angeregten 
Fluorochrome emittieren Licht mit charakteristischer Wellenlänge, welches vom 
„detektor array“ erfasst und dann in die spektralen Komponenten zerlegt wird (Sack  
et al., 2007).  
Beim hier verwendeten BD FACS Canto System kommt ein Helium-Neon Laser 
633nm und ein Coherent Sapphire Laser 488nm mit sechs Kanälen (FL1-6) zum 
Einsatz. Nachgeschaltete Verstärker und Umwandler erstellen ein digitales 




3.2.4.7 Einstellung der Geräteparameter 
 
Die Intensität des Vorwärtsstreulichtes (FSC = forward scatter) gibt Auskunft über die 
Größe der Zellen, so dass man mit Hilfe dieses Parameters eine 
Größendiskriminierung vornehmen kann. Das Seitwärtsstreulicht (SSC = side 
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scatter) wird orthogonal zum Strahlengang detektiert. Das SSC-Signal ist abhängig 
von der inneren Struktur der Zelle und liefert ein Maß für die Granularität der Zelle. 
Die zugehörigen Signale eignen sich zur Diskriminierung von Zelldebris und zur 
Unterscheidung von Zelltypen und Zellgröße. Zuerst muss ein Schwellenwert 
festgelegt werden, ab welcher Signalstärke ein Partikel gemessen wird. Dabei soll 
bei einer Auftragung von FSC gegen SSC die Zellpopulation vollständig erfasst und 
Zelldebris von der Messung ausgeschlossen werden. Außerdem findet man auch 
nach sorgfältiger Zellvereinzelung während des Messvorgangs immer wieder 
Zelldubletten und größere Zellaggregate. Diese sollen erkannt und vor der 
Datenauswertung  diskriminiert werden.  
Mit Dot Plots können zwei unterschiedliche Parameter, etwa FSC und SSC, 
dargestellt werden. Dies ermöglicht - je nach Auswahl der gegenübergestellten 
Parameter - einen Überblick über die vermessenen Zellen, die Unterscheidung 
verschiedener Zellpopulationen, sowie die Diskriminierung unerwünschter Partikel 
(beispielsweise Zelldebris). Die Auswahl der Eliminierung erfolgt dabei über ein 
Gating. Ein Feld innerhalb des Dot Plots wird markiert, welches beispielsweise 
Zelldubletten oder Zellbruchstücke (debris) aus-, die gewünschten Zellen jedoch 
einschließt. Für die Quantifizierung des gewünschten Ereignisses, etwa die Bestim-
mung der Zahl der Zellen in Apoptose oder Nekrose, werden nur diejenigen Zellen 
berücksichtigt, die sich innerhalb des gates befinden.  
Jede Zelle, die mit Licht einer Wellenlänge von 488 nm angeregt wird, zeigt auch 
ohne spezifische Fluoreszenzfärbung aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften eine 
gewisse Autofluoreszenz in allen Kanälen. Aus diesem Grund wird immer eine 
ungefärbte Probe als negative Kontrolle mitgeführt und der höchste Wert bestimmt, in 
den die Autofluoreszenz einer negativen Zelle fallen kann. Dieser Wert wird für alle 
folgenden Messungen beibehalten, so dass jede fluoreszenzgefärbte Zelle mit einem 
höheren Wert als positiv betrachtet werden kann (Robinson, 1993; Genzlinger, 
1999). 
 
3.2.4.8  Darstellung der Messdaten 
 
Eine gleichzeitige Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist möglich, da 
die eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen Wellenlänge angeregt 
werden, aber unterschiedliche charakteristische Emissionsspektren besitzen. Die 
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Zellen in der vorliegenden Untersuchung wurden mit FITC-Annexin und 
Propidiumiodid PI gefärbt. FITC-Fluoreszenz (FL-1) wurde durch einen 530/30 
Bandpassfilter, und die PI Fluoreszenz (Fl-3) durch einen 650 nm Langpassfilter 
erfasst. 
Lebende Zellen (Annexin V-; PI-)  wurden im unteren linken Quadrant eines Density 
Plots dargestellt (Q3), Zellen in Apoptose (Annexin V+; PI-) wurden im unteren 
rechten Quadrant (Q4) detektiert, und Zellen in später Apoptose (Annexin V+; PI+) 
wurden im oberen rechten Quadrant (Q2), Zellen in Nekrose (Annexin V-; PI+) im 
oberen linken Quadrant (Q1) nachgewiesen. In der nachfolgenden Abbildung (Abb. 
2) ist dieses Prinzip anhand eines repräsentativen Beispiels an zwei Zellkulturen 
gezeigt. Zum einen betrug der Anteil vitaler Zellen, die weder mit FITC-Annexin noch 
mit PI gefärbt wurden, fast 95% und der Anteil der Zellen in Apoptose, die FITC-
Annexin detektiert wurden, war entsprechend gering (0,8%) (Abb. 2A). Umgekehrt 
sank die Zahl vitaler Zellen in Kulturen, die für 24 Stunden 0,05 µM Camptothecin 








Abb.2: Graphische Darstellung von Zellen in Apoptose nach FACS-Analysen. Die beiden 
Beispiele zeigen unbehandelte Zellkulturen (A) und Zellen, die mit 0,05 µM Camptothecin (B) 
behandelt sowie mit Annexin V (FITC-A) und Propidiumiodid (PerCP-Cy5-5-A) gefärbt 
wurden. Der Prozentsatz lebender Zellen (Annexin V-; PI-) wurde im unteren linken 
Quadranten eines Density Plots als ungefärbt dargestellt, der Teil der Zellen in Apoptose 
(Annexin V+; PI-) erscheint im unteren rechten Quadrant, der Teil der Zellen in später 
Apoptose (Annexin V+; PI+) ist im oberen rechten Quadranten gezeigt und die Zahl der 









3.2.4.9 Auswertung und Statistik 
 
Einzelwerte für die jeweils zu erfassenden Parameter aus mindestens vier 
unabhängigen Versuchen wurden für unbehandelte und behandelte Zellkulturen zu 
Medianen sowie 25%- und 75%-Perzentilen zusammengefasst. Unterschiede 
zwischen den Medianen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Signifikanztest  (SPSS, 
Vers. 18.0 SPSS, Chicago, IL, USA) errechnet und p-Werte ≤ 0,05 wurden als 
statistisch signifikant bewertet. Mediane sowie 25% und 75% Perzentile wurden  
graphisch dargestellt (SigmaPlot 8.0, Systat Software, San Jose, CA, USA). 
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4  Ergebnisse   
 
In den Analysen zur Erklärung der möglichen Funktion von Mitogen aktivierten 
Proteinkinasen (MAPK) für die Induktion von Apoptose durch das dentale Monomer 
HEMA wurden RAW264.7 Mausmakrophagen als Modell für Reaktionen des 
zellulären Immunsystems verwendet. Hinweise auf die Bedeutung der MAPK 
ERK1/2, p38 und JNK sollten hier vor allem mit der Verwendung spezifischer 
pharmakologischer Inhibitoren erzielt werden (Krifka et al., 2012a). Die 
Untersuchungen wurden auch in Anwesenheit des bakteriellen Endotoxins 
Lipopolysaccharid  durchgeführt, weil bekannt war, dass LPS die Aktivität von MAPK 
stimuliert (Raetz und Whitfield, 2002). Camptothecin erzeugt in eukaryontischen 
Zellen Apoptose und wurde deshalb hier als Kontrollsubstanz in jedem einzelnen 
Experiment geprüft. Mit der Verwendung des Antioxidans N-Acetylcystein sollte die 
Bedeutung von oxidativem Stress für die HEMA-induzierte Apoptose geprüft werden. 
Optimale Konzentrationen für LPS, Camptothecin, NAC sowie für die Inhibitoren 
PD98059 (MEK1/2-Inhibitor), SB203580 (p38-Inhibitor) und SP600125 (JNK-
Inhibitor) wurden in Vorversuchen unter ansonsten identischen experimentellen 
Bedingungen ermittelt (nicht dargestellt). Vor den Experimenten zur Bestimmung der 
Anteile von Zellen in den verschiedenen Stadien des Zelltods (Apoptose und 
Nekrose) nach Färbung mit Annexin und PI mittels FACS wurde separat davon die 
Zahl überlebender Zellen (Zytotoxizität) in den mit HEMA behandelten Kulturen 
mittels Färbung mit Kristallviolett ermittelt (Flick und Gifford, 1984; Vermes et al., 
1995; Durner et al., 2010; Van Landuyt et al., 2011). 
 
4.1   Zytotoxizität von HEMA in Mausmakrophagen  
 
4.1.1  Zytotoxizität von HEMA nach Inhibition der MAPK ERK1/2 
 
Die Ergebnisse des Kristallviolett-Tests zeigen, dass steigende Konzentrationen von 
HEMA die Zahl überlebender Zellen reduzieren (Abb. 3). Von etwa  99% der Zellen in 
unbehandelten Kontrollen sinkt die Anzahl überlebender Zellen mit steigender HEMA 
Konzentration bis auf etwa 30% bei 8 mM HEMA. Die Zugabe von 0,1µg/ml LPS 
allein zeigt eine Abnahme der Zellzahl auf ca. 70%. Bei der höchsten HEMA 
Konzentration von 8mM zeigt sich in Anwesenheit von LPS ein etwas höheres 
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Zellüberleben von etwa 46% im Vergleich zu den Ergebnissen ohne LPS (Abb. 3).  
Die Zugabe von PD98059 allein, ein pharmakologischer Inhibitor der MAPK Kinase 
MEK1/2 (Scholl et al., 2007), die ERK1/2 durch Phosphorylierung aktiviert, führt zu 
einer Abnahme der Zellzahl auf 65% mit 10 µM PD98059 und auf etwa 50% mit 
30µM PD98059. LPS alleine reduziert zwar die Zahl überlebender Zellen, ein 
Einfluss des MEK-Inhibitors auf die Wirksamkeit von LPS alleine und HEMA/LPS ist 
jedoch nicht erkennbar. Jedoch sind hohe HEMA-Konzentrationen in Gegenwart von 
LPS signifikant weniger effektiv.  
 
 
Abb. 3:  Die Zytotoxizität von HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen unter dem Einfluss 
des MEK1/2-Inhibitors PD98059. Die Zellen wurden HEMA Konzentrationen von 0-1-4-6-8 
mM mit und ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h exponiert. Die Zahl überlebender Zellen wurde 
nach photometrischen Messungen und Färbung mit Kristallviolett errechnet. Die Balken 
zeigen die Prozentsätze überlebender Zellen als Mediane (25% und 75% Perzentilen) aus 
jeweils 4 Replikaten in vier unabhängigen Experimenten (n=16). * = signifikanter Unterschied 
dieses Medianwerts zum Median für Kulturen, die mit  0 mM HEMA und 0 µM PD98059, 10 
µM PD98059 oder 30 µM PD98059 behandelt wurden;  a = signifikanter Unterschied dieses 
Medianwerts zum Median derselben Kultur ohne Exposition gegen LPS. 
 
 
4.1.2  Zytotoxizität von HEMA nach Inhibition der MAPK p38 
 
Der p38 Inhibitor SB203580 alleine bewirkt nur eine geringe Abnahme der Zahl 
überlebender Zellen. Mit einer hohen Inhibitorkonzentration von 30µM bleibt die 
Zellzahl bei etwa 89% derjenigen in unbehandelten Kontrollen (Abb. 4). In den 
Versuchen mit HEMA, das die Zellzahl konzentrationsabhängig reduziert, zeigen sich 
keine signifikanten Abweichungen durch den Inhibitor. SB203580 hemmt jedoch die 
0 µM PD98059        10 µM PD98059     30 µM PD98059
HEMA [mM]






























Wirksamkeit von LPS, denn die Zahl der Zellen steigt von 62% ohne SB203580 auf 
76% mit 30 µM SB203580 (Abb.4). Der Einfluß von LPS auf den Effekt von HEMA 




Abb. 4: Die Zytotoxizität von HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen unter dem Einfluss des 
p38-Inhibitors SB203580. Die Zellen wurden HEMA Konzentrationen von 0-1-4-6-8 mM mit 
und ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h exponiert. Die Zahl überlebender Zellen wurde nach 
photometrischen Messungen und Färbung mit Kristallviolett errechnet. Die Balken zeigen die 
Prozentsätze überlebender Zellen zusammengefasst als Mediane (25% und 75% 
Perzentilen) aus jeweils 4 Replikaten in vier unabhängigen Experimenten (n=16).  
* = signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median für Kulturen, die mit  0 mM 
HEMA und 0 µM SB203580, 10 µM SB203580 oder 30 µM SB203580 behandelt wurden;   
a = signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median derselben Kultur ohne 




4.1.3  Zytotoxizität von HEMA nach Inhibition der MAPK JNK 
 
Der Einfluss des JNK Inhibitors SP600125 auf die Zellen äußert sich in einer 
Abnahme der Zellzahl auf annähernd 60% durch 10µM SP600125 verglichen mit 
unbehandelten Kulturen (Abb. 5). In den Versuchen mit HEMA zeigen sich keine 
signifikanten Abweichungen durch den Inhibitor. Außerdem wurde wie zuvor mit dem 
MEK1/2 Inhibitor PD98059 auch mit SP600125 kein Einfluss auf die Wirkung von 
LPS beobachtet (Abb. 5). 
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Abb. 5:  Die Zytotoxizität von HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen unter dem Einfluss 
des JNK-Inhibitors SP600125. Die Zellen wurden HEMA Konzentrationen von 0-1-4-6-8 mM 
mit und ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h exponiert. Die Zahl überlebender Zellen wurde nach 
photometrischen Messungen und Färbung mit Kristallviolett errechnet. Die Balken zeigen die 
Prozentsätze überlebender Zellen zusammengefasst als Mediane (25% und 75% 
Perzentilen) aus jeweils 4 Replikaten in vier unabhängigen Experimenten (n=16).  
* = signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median für Kulturen, die mit  0 mM 
HEMA und 0 µM SP600125, 3 µM SP600125 oder 10 µM SP600125 behandelt wurden;   
a = signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median derselben Kultur ohne 




4.1.4  Zytotoxizität von Camptothecin in Anwesenheit von MAPK Inhibitoren 
 
Camptothecin (0,05 µM) reduziert die Zellzahl auf 40-50% und in Gegenwart von 0,1 
µg/ml LPS sinkt die Zahl der Zellen auf etwa 60-70% verglichen mit unbehandelten 
Kulturen (Abb. 6 A-C). Der Einfluss von LPS auf die Wirkung von Camptothecin ist 
gering und nicht immer statistisch signifikant (Abb. 6 A-C).  
Bei Einsatz des MEK1/2 Inhibitors PD98059 ist mit steigender Konzentration ein 
starker Abfall der Zellzahl erkennbar. Mit 30µM PD98059 sind nur noch etwa die 
Hälfte der Zellen nachweisbar und Camptothecin reduziert die Zellzahl noch mehr 
(17%). LPS scheint diesem Effekt entgegenzuwirken, weil in Gegenwart von LPS 
wieder 49% überlebende Zellen zu finden sind. Der Einfluss von LPS auf die Wirkung 
von Camptothecin ist jedoch unabhängig von ERK1/2, aber auch unabhängig von 
SB203580 und SP600125, den Inhibitoren von MAPK p38 und JNK (Abb. 6 A-C).  
 
 
0 µM SP600125    3 µM SP600125     10 µM SP600125
HEMA [mM]












































Abb. 6: Die Zytotoxizität von Camptothecin in RAW264.7 Mausmakrophagen unter dem 
Einfluss der MAPK-Inhibitoren PD98059 (A), SB203580 (B) und SP600125 (C). Die Zellen 
wurden 0.05 µM Camptothecin mit oder ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h exponiert. Die Zahl 
überlebender Zellen wurde nach photometrischen Messungen und Färbung mit  Kristallviolett 
errechnet.  Die Balken zeigen die Prozentsätze überlebender Zellen  zusammengefasst als 
Mediane (25% und 75% Perzentilen) aus jeweils 4 Replikaten in vier unabhängigen 
Experimenten (n=16). * = signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median für 
Kulturen, die mit  0 mM Camptothecin und 0 µM, 3 µM oder 10 µM SP600125 oder aber 10 
und 30 µM PD98059 oder SB203580 behandelt wurden;  a = signifikanter Unterschied 
dieses Medianwerts zum Median derselben Kultur ohne Exposition gegen LPS. 
 
 
Der Kristallviolett-Test mit dem p38 Inhibitor SB203580 zeigt keine signifikante 
Veränderung der Zellzahl bei alleiniger Zugabe des Inhibitors (Abb. 6 B). Bei der 
hohen  Konzentration von 30µM überleben, wie auch oben beschrieben (vgl. Abb. 4)  
immer noch ungefähr 90% der Zellen. Mit Camptothecin überleben etwa  50% der 
Zellen, wobei auch hier kein Einfluss des Inhibitors zu beobachten ist. SB203580 
reduziert die Wirkung von LPS, denn die Zellzahl steigt auf etwa 76% in Gegenwart 
von 30 µM SB203580 verglichen mit Kulturen, die nur LPS exponiert sind. Dieser 
protektive Effekt ist auch in den Ansätzen mit Camptothecin erkennbar (Abb. 6 B).  
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Der JNK Inhibitor SP600125 reduziert die Zellzahl auf 60% und weiter auf 40% bei  
10 µM in Gegenwart von Camptothecin (Abb. 6 C). Die Anwesenheit von LPS schützt 
die Zellen vor der Zytotoxizität von Camptothecin, es überlebten ca. 10% mehr als 
ohne.  
 
4.2  HEMA-induzierte Apoptose in Mausmakrophagen 
 
Die Bestimmung der Apoptose fand wie in Kapitel 3.2.4.8 beschrieben statt. Die 
Abbildung dort repräsentiert die ermittelten FACS-Daten und erklärt das Prinzip der 
Auswertung. Unbehandelte Zellkulturen und solche, die HEMA, LPS oder 
Camptothecin exponiert waren, wurden mit Annexin und PI gefärbt und mit dem 
Durchflusszytometer vermessen. Mit der adäquaten Software können in einem 
Density Plot vier verschiedene Zellpopulationen dargestellt werden. Eine Population 
ungefärbter vitaler Zellen (Annexin V-/PI-), Annexin-gefärbte Zellen in Apoptose 
(Annexin V+/PI-), Annexin- und PI-gefärbte Zellen (Annexin V+/PI+) im Stadium der 
späten Apoptose sowie eine Population nur PI-gefärbter Zellen (Annexin V-/PI+) in 
Nekrose. Der Anteil der Zellen in diesen verschiedenen Populationen wird 
quantifiziert und graphisch präsentiert.  
 
4.2.1.  HEMA-induzierte Apoptose nach Inhibition der MAPK ERK1/2 
 
Der MEK1/2 Inhibitor PD98059, der die Wirkung der MAPK ERK1/2 hemmt, wirkt  in 
der Konzentration von 30 µM in den RAW 264.7 Mausmakrophagen. Die Zahl vitaler 
Zellen, sinkt auf 90% verglichen mit 96% in unbehandelten Kulturen (Abb. 7). Dieses 
Experiment zeigt, dass der Inhibitor in die Zellen gelangt, aber dort zytotoxisch wirkt. 
Für die Experimente mit dem Monomer HEMA wurde deshalb auch immer eine 
geringe, nicht so zytotoxische Inhibitorkonzentration von 10 µM verwendet. Mit 
steigenden Konzentrationen von HEMA sinkt die Zahl vitaler Zellen bis auf etwa 65% 
mit 8 mM HEMA. Mit derselben HEMA-Konzentration steigt parallel dazu vor allem 
die Zahl der Zellen in der späten Apoptose auf etwa 32%. LPS alleine reduziert die 
Zellvitalität auf 72% und in Gegenwart von PD98059 konzentrationsabhängig noch 
weiter auf 59% (10µM PD98059) und 54% (30 µM PD98059). Wiederum steigt 
parallel dazu die Zahl der Zellen in später Apoptose. Der ERK1/2-Signalweg wirkt 










Abb. 7:  Die Induktion von Apoptose durch HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen in 
Experimenten mit dem MEK1/2-Inhibitor PD98059. Die Zellen wurden HEMA 
Konzentrationen von 0-1-4-6-8 mM mit und ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h ausgesetzt. Die 
Balken zeigen lebende Zellen (ungefärbt=vital), Zellen in Apoptose (Annexin), Zellen in 
später Apoptose (Annexin + PI) und Zellen in Nekrose (PI) als Mediane (25% und 75% Per-
zentilen) aus vier unabhängig ermittelten Experimenten (n=4). * = signifikanter Unterschied 
dieses Medianwerts zum Median für Kulturen, die mit  0 mM HEMA und 0 µM PD98059 (A), 
10 µM PD98059 (B) oder 30 µM PD98059 (C) behandelt wurden;  a = signifikanter 
Unterschied dieses Medianwerts zum Median derselben Kultur ohne Exposition gegen LPS. 
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PD98059 hat jedoch keinen erkennbaren Einfluss auf die Wirkung von HEMA.  
Bemerkenswert ist jedoch, dass sich anscheinend HEMA und LPS abhängig von der 
jeweiligen HEMA-Konzentration wechselweise in ihrer Wirkung beeinflussen. Zum 
einen scheinen 4-6 mM HEMA die Zellen gegen die zytotoxische Wirkung von LPS 
zu schützen. Zum anderen inhibiert LPS signifikant die zytotoxische Wirkung der 
hohen HEMA-Konzentrationen, vor allem diejenige von 8 mM HEMA. So steigt etwa 
in den mit 8 mM HEMA behandelten Kulturen die Zellvitalität von 65% signifikant auf 
etwa 87% in Anwesenheit von 0,1 µg/ml LPS. Parallel dazu sinkt die Zahl der Zellen 
in der späten Apoptose, nicht jedoch in den anderen Stadien des Zelltods. Ein 
Einfluss des MEK1/2 Inhibitors PD98059 auf diese Wechselwirkung ist hier nicht 
erkennbar. 
 
4.2.2.  HEMA-induzierte Apoptose nach Inhibition der MAPK p38 
 
Der Inhibitor SB203580 der p38 MAP-Kinase zeigt alleine keine signifikante Wirkung 
auf die Zellen, denn auch in den mit Konzentrationen von 10 µM oder 30 µM 
behandelten Kulturen ist eine ähnlich hohe Zellvitalität von etwa 95% nachweisbar 
(Abb. 8). Die Reaktionen in den steigenden HEMA-Konzentrationen exponierten 
Kulturen lassen keinen signifikanten Einfluss des Inhibitors erkennen. Die Zellvitalität 
sinkt mit oder ohne SB203580 durch die Zugabe von 8mM HEMA nicht signifikant 
verschieden auf etwa 62-68%. Die Wechselwirkung zwischen den Effekten von 
HEMA und LPS ist auch in diesen Experimenten unabhängig von der Anwesenheit 
des Inhibitors SB203580. Die MAP-Kinase p38 ist also möglicherweise nicht an der 
Regulation der durch HEMA verursachten Apoptose oder des Überlebens der Zellen 











Abb. 8: Die Induktion von Apoptose durch HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen in 
Experimenten mit dem p38-Inhibitor SB203580. Die Zellen wurden HEMA-Konzentrationen 
von 0-1-4-6-8mM mit und ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h ausgesetzt. Die Balken zeigen 
lebende Zellen (ungefärbt=vital), Zellen in Apoptose (Annexin), Zellen in später Apoptose 
(Annexin + PI) und Zellen in Nekrose (PI) als Mediane (25% und 75% Perzentilen) aus vier 
unabhängig ermittelten Experimenten (n=4). * = signifikanter Unterschied dieses 
Medianwerts zum Median für Kulturen, die mit  0 mM HEMA und 0 µM SB203580 (A), 10 µM 
SB203580 (B) oder 30 µM SB203580 (C) behandelt wurden;  a = signifikanter Unterschied 
dieses Medianwerts zum Median derselben Kultur ohne Exposition gegen LPS. 
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4.2.3.  HEMA-induzierte Apoptose nach Inhibition der MAPK JNK 
 
In den unabhängigen Experimenten zur Analyse des Einflusses des JNK Inhibitors 
SP600125 auf die Wirkung von HEMA reduziert das Monomer die Zellvitalität wie 
oben beschrieben (vgl. 4.2.1). Steigende Konzentrationen des Inhibitors reduzieren 
die Zellvitalität von etwa 96% (0 µM SP600125) auf 91% (10 µM SP600125) (Abb. 9). 
Der Inhibitor wirkt also intrazellulär. Die Zellvitalität in den mit LPS behandelten 
Kulturen nimmt mit steigenden Konzentrationen von SP600125 von 77% (0 µM 
SP600125) auf 47% (10 µM SP600125) ab. Entsprechend geringer ist der protektive 
Effekt von LPS gegen die Wirkung von 8 mM HEMA. Steigt die Zellvitalität in den mit 
8 mM HEMA behandelten Kulturen ohne SP600125 noch von 58% ohne LPS auf 
86% mit LPS, so nimmt sie in den Ansätzen mit 10 µM SP600125 nur noch von 56% 
auf 75% zu. Parallel dazu verändern sich die Zellzahlen der Population in der späten 
Apoptose. So könnte es also sein, dass der JNK MAP Kinaseweg der Zytotoxizität 





















Abb. 9: Die Induktion von Apoptose durch HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen in 
Experimenten mit dem JNK-Inhibitor SP600125. Die Zellen wurden HEMA-Konzentrationen 
von 0-1-4-6-8mM mit und ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h ausgesetzt. Die Balken zeigen 
lebende Zellen (ungefärbt=vital), Zellen in Apoptose(Annexin), Zellen in später Apoptose 
(Annexin + PI) und Zellen in Nekrose (PI) als Mediane (25% und 75% Perzentilen) aus vier 
unabhängig ermittelten Experimenten (n=4). * = signifikanter Unterschied dieses 
Medianwerts zum Median für Kulturen, die mit 0 mM HEMA und 0 µM SP600125 (A), 3 µM 
SP600125 (B) oder 10 µM SP600125 (C) behandelt wurden;  a = signifikanter Unterschied 
dieses Medianwerts zum Median derselben Kultur ohne Exposition gegen LPS. 
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4.2.4.  HEMA-induzierte Apoptose in Anwesenheit von NAC 
 
N-Acetylcystein (NAC), die acetylierte Form der schwefelhaltigen Aminosäure 
Cystein, ist eine unmittelbare Vorstufe des Glutathions, dem nicht enzymatischen 
Hauptantioxidans der Zelle (Soheili Majd et al., 2003). Hier sollte die schützende 
Wirkung von NAC in Verbindung mit LPS auf HEMA-exponierte Zellen untersucht 
werden. Aufgrund eigener Vorarbeiten wurde N-Acetylcystein (NAC) in der 
Konzentration 10 mmol/L eingesetzt (Krifka et al., 2013). Wie oben beschrieben, 
reduzieren steigende Konzentrationen von HEMA die Zellvitalität. Sie sinkt in diesen 
Experimenten von 97% in unbehandelten Kulturen auf 58% in den 8mM HEMA 
exponierten Zellen (Abb. 10A). Mit NAC allerdings steigt die Vitalität in den mit 8 mM 
HEMA behandelten Zellen auf etwa 90%. Daraus kann die deutlich schützende 
Wirkung von NAC gefolgert werden. 
Die Versuche mit LPS zeigen die bekannt toxische Wirkung von LPS mit einer 
schützenden Funktion der niedrigen HEMA-Konzentrationen (1 und 4 mM HEMA) 
(Abb. 10B). Umgekehrt kann man eine schützende Wirkung von LPS auf die Effekte 
der hohen HEMA-Konzentrationen beobachten (6 und 8 mM HEMA). NAC zeigt auch 
in den LPS-exponierten Zellen einen schützenden Effekt. So nimmt bespielsweise 
die Zellvitalität in den mit LPS behandelten Kulturen auf 65% ab, steigt aber mit NAC 
auf etwa 73%, oder in Kulturen mit LPS und 1 mM HEMA von 78% auf 94% in 
Gegenwart von NAC (Abb. 10B). Man darf annehmen, dass der zytotoxische Effekt 
von LPS zum Teil über ROS vermittelt wird. Die protektive Wirksamkeit geringer 
HEMA-Konzentrationen auf den Effekt von LPS wird verstärkt, wenn die Menge an 
ROS sinkt. Möglicherweise kann aber NAC andere Mechanismen aktivieren, die das 
Überleben von Zellen befördern. LPS schützt gegen die Wirkung hoher HEMA-
Konzentrationen, denn die Zellvitalität steigt von 58% ohne LPS auf 86% mit LPS, mit 
NAC sogar noch weiter auf 95% und liegt damit noch höher als mit HEMA und NAC 










Abb. 10: Der Einfluss von N-Acetylcystein (NAC) (10 mmol/L) auf die HEMA-induzierte 
Apoptose in RAW264.7 Mausmakrophagen. Die Zellen wurden verschiedenen HEMA-
Konzentrationen von 0-1-4-6-8mM jeweils mit oder ohne N-Acetylcystein (NAC) (10 mmol/L) 
und ohne (A) oder mit (B) LPS (0.1 µg/ml) für 24 h ausgesetzt. Mittels Durchflusszytometrie 
wurden die mit Annexin V-FITC oder Propidiumiodid (PI) gefärbten Zellen vermessen und die 
Apoptose bestimmt. Die Balken zeigen lebende Zellen (ungefärbt=vital), Zellen in Apoptose 
(Annexin), Zellen in später Apoptose (Annexin + PI) und Zellen in Nekrose (PI) als Mediane 
(25% und 75% Perzentilen) aus vier unabhängig ermittelten Experimenten. * = signifikanter 
Unterschied dieses Medianwerts zum Median für Kulturen, die mit 0 mM HEMA behandelt 
wurden;  a = signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median derselben Kultur 
ohne Exposition gegen NAC. 
 
4.2.5.  Induktion von Apoptose durch Camptothecin  
Camptothecin ist ein zelltoxischer Wirkstoff, der hier als Kontrollsubstanz verwendet 
wird. In Vorversuchen mit steigenden Camptothecin-Konzentrationen, deren 
Ergebnisse hier nicht gezeigt sind, wurde eine Konzentration von 0,05µM 
Camptothecin als zytotoxisch ermittelt.  
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4.2.5.1  Camptothecin-induzierte Apoptose nach Inhibition der MAPK MEK1/2 
 
Camptothecin alleine reduziert die Zahl vitaler Zellen auf 54%, während in 
Anwesenheit von LPS alleine etwa 68% der Zellen vital bleiben (Abb. 11 A). In 
Kombination mit LPS zeigen die Zellen ein bemerkenswertes Ergebnis auf die 
Wirkung von Camptothecin, denn die Zahl vitaler Zellen bleibt bei 68% so hoch wie 
mit LPS alleine. Parallel dazu sinkt die Zahl der Zellen in der späten Apoptose 
(Annexin + PI) von 34% in  den Kulturen, die Camptothecin exponiert sind auf 20% in 
Anwesenheit von LPS. LPS wirkt also hier der Zytotoxizität von Camptothecin 
entgegen und entfaltet eine schützende Wirkung. Die alleinige Wirkung von 
PD98059, ein Inhibitor der MAPK MEK1/2 und damit des ERK1/2 Signalwegs  ist 
sehr gering. Während 10 µM PD98059 die Vitalität der Zellen nicht verändern, 
reduzieren 30 µM PD98059 die Zahl vitaler Zellen auf 90% verglichen mit 96% vitaler 
Zellen in unbehandelten Kulturen. In Anwesenheit von 10 µM PD98059 sinkt die 
Vitalität in Kulturen, die Camptothecin exponiert werden auf etwa 22% verglichen mit 
54% vitalen Zellen in Kulturen ohne PD98059. Die Zahl der Zellen in der späten 
Apoptose (Annexin + PI) steigt von 35% ohne PD98059 auf 63% (Abb. 11 B). Ein in 
der Qualität gleicher aber etwas stärkerer Effekt wird mit 30 µM PD98059 beobachtet 
(Abb. 11 C). Der ERK-Signalweg wirkt also der Zytotoxizität von Camptothecin 
entgegen. Die Wirkung von PD98059 auf die Zytotoxizität von LPS ist weniger stark 
als mit Camptothecin. Mit LPS alleine erhält man etwa 68% vitale Zellen und diese 
Zahl sinkt auf 59% in Anwesenheit von 10 µM PD98059 und auf 46% mit 30 µM 
PD98059 (Abb. 11 B und C). Der ERK-Signalweg wirkt also auch der Zytotoxizität 
von LPS entgegen.  Bemerkenswert ist hier, dass die protektive Wirkung von LPS 
gegen die Zytotoxizität von Camptothecin nicht von PD98059 beeinflusst ist, der 












Abb. 11: Der Einfluss des MEK Inhibitors PD98059 auf die Apoptose in RAW264.7 
Mausmakrophagen mit Camptothecin. Die Zellen wurden Camptothecin (0,05 µM) mit und 
ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h ausgesetzt. Die Balken zeigen lebende Zellen (ungefärbt), 
Zellen in Apoptose (Annexin), Zellen in später Apoptose (Annexin+PI) und Zellen in Nekrose 
(PI) als Mediane (25% und 75% Perzentilen) aus vier (n=4) unabhängigen Experimenten. * = 
signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median für Kulturen, die mit  0 µM 
Camptothecin und 0 µM (A), 10µM (B) oder 30 µM PD98059 (C) behandelt wurden;  a = 
signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median derselben Kultur ohne Exposition 
gegen LPS. 
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4.2.5.2  Camptothecin-induzierte Apoptose nach Inhibition der MAPK p38 
 
Wie erwartet, sinkt die Zahl vitaler Zellen in Kulturen, die Camptothecin oder LPS 
exponiert werden, und LPS schützt die Zellen vor der Zytotoxizität des Camptothecin 
(Abb. 12 A). Der p38 Inhibitor SB203580 alleine entwickelt in den hier geprüften 
Konzentrationen keine Wirkung auf die Zellvitalität. Auch wenn in Anwesenheit von 
10 µM SB203580 die Zahl vitaler Zellen, die Camptothecin exponiert werden 
verglichen mit Kontrollkulturen sinkt, und umgekehrt 30 µM SB203580 die Zahl vitaler 
Zellen verglichen mit den Ansätzen ohne SB203580 erhöht, sind diese Unterschiede  

























Abb. 12: Der Einfluss des p38 Inhibitors SB203580 auf die Apoptose in RAW264.7 
Mausmakrophagen mit Camptothecin. Die Zellen wurden Camptothecin (0,05 µM) mit und 
ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h ausgesetzt. Die Balken zeigen lebende Zellen (ungefärbt), 
Zellen in Apoptose (Annexin), Zellen in später Apoptose (Annexin & PI) und Zellen in 
Nekrose (PI) als Mediane (25% und 75% Perzentilen) aus vier (n=4) unabhängigen 
Experimenten. * = signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median für Kulturen, 
die mit 0 µM Camptothecin und 0 (A), 10µM (B) oder 30 µM SB203580 (C) behandelt 
wurden;  a = signifikanter Unterschied dieses Medianwerts zum Median derselben Kultur 
ohne Exposition gegen LPS. 
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4.2.5.3  Camptothecin-induzierte Apoptose nach Inhibition der MAPK JNK 
 
In diesen Experimenten sinkt wieder die Zahl vitaler Zellen in den mit Camptothecin 
oder LPS behandelten Kulturen, und auch LPS entfaltet eine protektive Wirkung 
gegen die Zytotoxizität des Camptothecin (Abb. 13A). Der JNK Inhibitor SP600125 
reduziert in einer Konzentration von 10 µM die Zahl vitaler auf 91% verglichen mit 
unbehandelten Kontrollen (Abb. 13A). Camptothecin wiederum reduziert in Anwesen-
heit von 10 µM SP600125 die Zahl der vitalen Zellen auf 48% verglichen mit 62% 
vitalen Zellen in den nur Camptothecin exponierten Kulturen (Abb. 13 C). Dieser 
Effekt stammt jedoch zum Teil aus der Wirkung von SP600125 auf ansonsten 
unbehandelte Zellen. SP600125 scheint konzentrationsabhängig die Wirkung von 
LPS zu verstärken. Werden nur mit LPS noch 77% vitale Zellen nachgewiesen, so 
sinkt die Zahl der Zellen in Anwesenheit von 3 µM SP600125 auf 63% und mit 10 µM 
SP600125 noch weiter auf 50% (Abb. 13 A, B und C). Wie schon oben in den 
Experimenten mit HEMA gezeigt, scheint der JNK-Signalweg der Zytotoxizität von 
LPS entgegenzuwirken. Die schützende Wirkung von LPS gegen die Zytotoxizität 



















Abb. 13: Der Einfluss des JNK Inhibitor SP600125 (0, 3 und 10µM) auf die Apoptose in 
RAW264.7 Mausmakrophagen mit Camptothecin. Die Zellen wurden Camptothecin in der 
erwiesenermaßen zytotoxischen Konzentration von 0,05 µM mit und ohne LPS (0.1 µg/ml) 
für 24 h ausgesetzt. Die Balken zeigen lebende Zellen (unstained= ungefärbt), Zellen in 
Apoptose (Annexin), Zellen in später Apoptose (Annexin & PI) und Zellen in Nekrose (PI) als 
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4.2.5.4  Camptothecin-induzierte Apoptose in Gegenwart von NAC 
 
Bei den Versuchen mit Camptothecin und NAC zeigt sich, dass NAC keine 
schützende, sondern eine verstärkende Wirkung auf die Toxizität von Camptothecin 
hat. In Anwesenheit von NAC überleben nur etwa 20% der Zellen, die auch 
Camptothecin exponiert werden im Gegensatz zu etwa 60%, wenn NAC fehlt (Abb. 







Abb. 14: Der Einfluss von N-Acetylcystein (NAC) (10 mmol/L) auf die Apoptose in RAW264.7 
Mausmakrophagen mit Camptothecin. Die Zellen wurden Camptothecin in der 
erwiesenermaßen zytotoxischen Konzentration von 0,05µM jeweils mit und ohne N-
Acetylcystein (NAC) (10 mmol/L) und  mit und ohne LPS (0.1 µg/ml) für 24 h ausgesetzt. Die 
Balken zeigen lebende Zellen (unstained = ungefärbt), Zellen in Apoptose (Annexin), Zellen 
in später Apoptose (Annexin & PI) und Zellen in Nekrose (PI) als Mediane (25% und 75% 
Perzentilen) aus vier unabhängig ermittelten Experimenten. Aufgrund der besseren 
Darstellbarkeit in zwei Graphen. 
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In Anwesenheit von LPS war die Vitalität der Zellen auf etwa 80% reduziert, während 
in unbehandelten Kontrollen (Abb. 14A) mehr als 90% der Zellen vital waren. Die 
Wirkung von Camptothecin wird durch LPS nicht verändert, allerdings war der durch 
NAC gesteigerte zytotoxische Effekt von Camptothecin in Anwesenheit von LPS nun 






Der direkte Kontakt dentaler Füllungswerkstoffe mit Gewebe des Mundraums 
erfordert ein detailliertes Verständnis der biologischen Wirkung von Werkstoffen 
einerseits und der spezifischen zellulären adaptiven Mechanismen andererseits. Nur 
so kann man den Verlauf und die Folgen dieser Art der zahnärztlichen Therapie 
abschätzen. In der klinischen Situation können Monomere wie TEGDMA und HEMA 
lokal auf Gewebe, etwa die Mundschleimhaut, in physiologisch relevanten 
Konzentrationen wirken. Wird andererseits beispielsweise in sehr tiefen Kavitäten mit 
einer verbleibenden Dentinstärke von weniger als 0,5 mm in manchen Dentinarealen 
ein Dentinadhäsiv direkt aufgetragen, so ist es wahrscheinlich, dass Monomere wie 
HEMA oder TEGDMA über Dentinkanälchen Pulpagewebe erreichen (Noda et al., 
2002; Michelsen et al., 2008). Die lokalen Konzentrationen der Monomere dort 
werden in manchen Fällen wesentlich höher sein als diejenigen, die ausreichen, mit 
den momentan verwendeten, wenig sensitiven Nachweismethoden etwa zytotoxische 
Effekte in Zellkulturen nachzuweisen. Man sollte dabei durchaus bedenken, dass die 
direkte Applikation von Dentinadhäsiven auf die partiell eröffnete Pulpa in vivo - auch 
wenn gelegentlich in der Literatur andere Berichte erscheinen -, in den meisten 
Fällen zu Gewebeschäden in Form von Nekrosen und Entzündungsreaktionen führen 
kann. Als Folge davon wird die für die Wiederherstellung der Funktion eines 
geschädigten Zahnes wichtige Bildung von Tertiärdentin unterdrückt (Koliniotou-
Koumpia und Tziafas, 2005; Accorinte et al., 2008). 
Basierend auf in vitro-Zellkultur-Experimenten mit unterschiedlichen Zielzellen 
wurden Monomere dentaler Füllungskunststoffe detektiert, die spezifisch 
verschiedene, vitale Zellfunktionen stören (Hanks et al., 1991; Geurtsen, 2000). So 
ist seit langem bekannt, dass Monomere wie Triethylenglycoldimethacrylat 
(TEGDMA) oder 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) genotoxische Effekte 
herbeiführen, den Zellzyklus verzögern oder zytotoxisch wirken, indem sie Apoptose 
induzieren (Schweikl et al., 2006; Krifka et al., 2013). 
Zielzellen dentaler Komposite können Zellen der Mundschleimhaut sein, aber auch 
Zellen des Dentin-Pulpa-Komplexes wie Odontoblasten, Fibroblasten, Progenitor-
zellen oder Immunzellen wie Makrophagen und Monozyten (Yu und Abbott, 2007). 
 
Als Modell für das zelluläre Immunsystem wurden alle Versuche der vorliegenden 
Arbeit mit RAW264.7 Mausmakrophagen durchgeführt. Diese gut charakterisierten 
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Zellen eignen sich neben ihren spezifischen Leistungen wie der Produktion von 
Zytokinen oder der Expression von Oberflächenmarkern allgemein sehr gut für das 
Bearbeiten der Thematik (Eckhardt et al., 2009b). Vorrausgegangene Versuche 
zeigten, dass das Monomer TEGDMA in diesen Zellen auch die Produktion reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) förderte und Apoptose induzierte (Eckhardt et al., 2009a; 
Krifka et al., 2012a). Auch die Rolle der mitogen aktivierten Protein Kinasen (MAPK) 
wurde im Rahmen der Induktion von Apoptose untersucht (Samuelsen et al., 2007; 
Eckhardt et al., 2009a; Krifka et al., 2010). So wurde erkannt, dass die extrazelluläre 
Signal-regulierte Kinase (ERK1/2) und die Stress-aktivierten Kinasen p38 und JNK in 
Mausmakrophagen abhängig von der Expositionsdauer unterschiedlich phosphory-
liert und verstärkt exprimiert wurden. Lange Expositionszeiten der Zellen gegen 
TEGDMA zeigten beispielsweise einen Anstieg der Phosphorylierung von ERK1/2 
und p38-Kinasen. Ein kausaler Zusammenhang dieser Aktivierung der Expression 
und der Phosphorylierung von MAPK sowie der Transkriptionsfaktoren downstream 
in TEGDMA-behandelten Mausmakrophagen mit der parallel dazu induzierten 
Apoptose wurde nun vermutet, bisher jedoch nicht nachgewiesen (Krifka et al., 2010; 
Krifka et al., 2012a).  
 
5.1  Zytotoxizität von HEMA  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst die HEMA-induzierte Zytotoxizität anhand 
zweier seit langem etablierter Parameter identifiziert (Krifka et al., 2012b). Zum einen 
wurde mit dem Kristallviolett-Test die Zahl überlebender Zellen bestimmt. Die 
Intensität der reversiblen Färbung von DNA-Proteinkomplexen mit dem Farbstoff 
Kristallviolett (Gentianaviolett) steigt unter den hier gewählten Bedingungen mit der 
Zellzahl (Flick und Gifford, 1984). Zum anderen wurde der Grad der Vitalität der 
HEMA-exponierten und überlebenden Zellen anhand der Färbung mit Annexin und PI 
auf der Einzelzellebene mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Vermes et al., 1995; 
Zhao, 2010).  
HEMA reduziert konzentrationsabhängig die Zahl überlebender Zellen. Die 
Konzentrationsabhängigkeit dieser Zellreaktion zu ermitteln, ist wesentlich für die 
Interpretation der Ergebnisse, denn sie verweist auf die Wirksamkeit von HEMA in 
einem physiologisch relevanten Bereich. Die Analysen der HEMA-induzierten 
Apoptose wiederum zeigen eine konzentrationsabhängige signifikante Reduktion der 
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Zahl vitaler Makrophagen und parallel dazu vor allem einen erhöhten Anteil an Zellen 
in der späten Phase der Apoptose. Die Darstellung dieser Zellpopulation von Zellen, 
die nicht nur mit Annexin V sondern auch mit Propidiumiodid gefärbt werden, ließe 
vermuten, dass HEMA nicht Apoptose sondern Nekrose verursachen könnte. 
Aktuelle Ergebnisse zur Analyse der Regulation von oxidativem Stress und der damit 
kausal verknüpften Induktion von Apoptose zeigen aber, dass HEMA in RAW264.7 
Mausmakrophagen durchaus Apoptose induzieren kann. Die Stimulierung des 
redoxsensitiven Transkriptionsfaktors Nrf2 mit der elektrophilen Substanz tertiär-
Butylhydrochinon (tBHQ) und die anschließende Exposition von Zellen gegen HEMA 
verschiebt die Zahl der Zellen aus der späten Apoptose in die Phase der frühen 
Apoptose (Gallorini et al., 2015). 
Überdies stimmen die hier erzielten Ergebnisse auch mit früheren Beobachtungen 
der HEMA-induzierten Apoptose überein (Ansteinsson et al., 2011; Krifka et al., 
2012b; Schweikl et al., 2014). 
Äußerst bemerkenswert ist, dass unter den hier gewählten experimentellen 
Bedingungen steigende HEMA-Konzentrationen die Zytotoxizität von LPS verstärkt 
inhibieren, bis mit 4-6 mM HEMA und 0,1 µg/ml LPS die Vitalität exponierter Zellen in 
etwa so hoch ist wie in unbehandelten Kulturen. Diese Beobachtung verweist auf 
zwei an sich getrennte Mechanismen der zytotoxischen Wirkung von HEMA und 
LPS. Andererseits gibt es offensichtlich eine Wechselwirkung (cross talk) dieser 
Mechanismen, die bisher jedoch nicht bekannt sind. Überlegungen dazu werden 
unten skizziert. Dieses Ergebnis ist auch für die klinische Praxis außerordentlich 
relevant. Die Kenntnis der Grundzüge dieser Wechselwirkung zwischen Monomeren 
wie HEMA und Produkten kariogener Keime wie LPS würde unmittelbar neue 
therapeutische Notwendigkeiten und Möglichkeiten für die Versorgung tiefer kariöser 
Läsionen mit dentalen Kompositen aufzeigen.  
 
5.2  Die Bedeutung von MAPK für die Zytotoxizität von HEMA  
 
Apoptose und Nekrose sind verschiedenen Formen des Zelltods. Neuere Analysen 
beschreiben anders als früher nun beide Prozesse als aktiv und physiologisch 
(Nicholson und Thornberry, 2003; Galluzzi et al., 2014).  
Die drei MAPK ERK1/2, JNK und p38 sind zentrale Regulatoren zellulärer 
Signalwege, die auch Apoptose auslösen oder das Überleben von Zellen fördern, die 
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besonderen Stressfaktoren ausgesetzt sind. So ist die direkte Korrelation von 
Apoptose und Aktivierung von MAPK für eine Reihe von toxischen und 
genotoxischen Substanzen und Agenzien nachgewiesen. Welche der MAP-Kinasen 
spezifisch Apoptose induziert, ist wohl abhängig von den aktivierenden Faktoren, den 
betroffenen Zelltypen oder der Höhe und der Dauer des Stresses (Matsuzawa und 
Ichijo, 2005). 
Obwohl allgemein angenommen wird, dass ERK die Zellproliferation und das 
Zellüberleben fördert und die Stresskinasen JNK/p38 nicht nur davon verschiedene, 
sondern sogar entgegengesetzte Wirkung haben, darf man aufgrund neuerer 
Untersuchungen vermuten, dass auch JNK und p38 Funktionen für das 
Zellüberleben oder die Zelldifferenzierung haben (Matsuzawa und Ichijo, 2005). Die 
Bildung von ROS scheint ein wesentlicher Faktor für die Aktivierung von MAPK zu 
sein. Sowohl ERK1/2 als auch JNK/p38 wurden als Reaktion auf oxidativen Stress 
aktiviert und bestimmen dann Zellüberleben oder Apoptose (Tobiume et al., 2001; 
Matsuzawa et al., 2002).  
In der vorliegenden Arbeit wurden die spezifischen Inhibitoren PD98059, SB203580 
und SP600125 verwendet, um die Bedeutung der MAPK ERK1/2, p38 und JNK für 
die HEMA-induzierte Apoptose zu testen. Die hier in Vorversuchen ermittelten 
Konzentrationen der drei Inhibitoren wirken intrazellulär, denn die Zahl überlebender 
Zellen im Kristallviolett-Test wird ebenso reduziert wie die Zellvitalität in den 
Analysen der Induktion von Apoptose. Allerdings wurde mit keinem der Inhibitoren 
eine Veränderung der Wirkung von HEMA in den RAW264.7 Mausmakrophagen 
anhand der beiden Parameter Zellüberleben (Kristallviolett-test) oder Induktion von 
Apoptose nachgewiesen. Auch die konzentrationsabhängige Wechselwirkung 
zwischen den Effekten von HEMA und LPS erfolgt unabhängig von den Inhibitoren 
der MAPK. So zeigen diese Ergebnisse, dass die MAPK-Signalwege wohl keine 
direkte Bedeutung für die Induktion von Apoptose durch HEMA haben. Diese 
Besonderheit gilt sehr wahrscheinlich allgemein für dentale Methacrylate, denn in 
Analysen mit TEGDMA wurden den hier erzielten Ergebnissen vergleichbare Effekte 
beobachtet (Krifka et al., 2012a). Andererseits wurde aber auch berichtet, dass die 
Stresskinasen p38 oder JNK möglicherweise doch eine Funktion bei der Wirkung von 




5.3  Die Bedeutung von NAC für die HEMA-induzierte Apoptose 
 
Die Verwendung des Antioxidans N-Acetylcystein (NAC) inhibierte die HEMA-
induzierte Apoptose vollständig. Dieser Effekt wurde zwar auch früher mit HEMA und 
anderen Monomeren wie TEGDMA wiederholt beobachtet, wird jedoch hier wegen 
neuer Hypothesen zum Mechanismus der Wirkung von NAC als Antioxidans 
nochmals ausführlich diskutiert (Krifka et al., 2012a; Krifka et al., 2012b). Die 
Bedeutung der hier erzielten originellen und neuen Ergebnisse zur Wirkung von NAC 
in Kombination mit LPS wird erst im folgenden Kapitel diskutiert (siehe unten).  
NAC ist eine unmittelbare Vorstufe zur Synthese von Glutathion. Dieses Tripeptid 
wird aus Glycin, Cystein und Glutamat synthetisiert und ist das wichtigste nicht-
enzymatische Antioxidans zur Redox-Regulierung der Zellen (Forman et al., 2009; 
Lu, 2009). Die Fähigkeit der antioxidativen Wirkung von GSH wird durch die 
reversible Oxidation der Sulfhydrylgruppe (-SH) gewährleistet (Brigelius-Flohe, 1999; 
Lu, 2009). Die intrazelluläre Redox-Homöostase selbst wird durch ein komplexes 
System antioxidativer nicht-enzymatischer und enzymatischer Komponenten 
gesteuert und ist die Basis für die physiologische Funktion der Zellen (Halliwell, 1999; 
Circu und Aw, 2010). 
Dentale Monomere reduzieren die Menge an intrazellulärem Glutathion (GSH), 
während die Konzentration an oxidiertem Glutathion (GSSG) nicht steigt (Engelmann 
et al., 2002; Walther et al., 2004). Parallel dazu nimmt die Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) zu (Schweikl et al., 2006). Beide Effekte zusammen lassen 
vermuten, dass Monomere den Gehalt an verfügbarem Glutathion senken, weil sie 
kovalent Glutathion binden, das dann als Antioxidans ausfällt, so dass als Folge 
davon die Menge an ROS sekundär zunimmt und oxidativer Stress entsteht (Nocca 
et al., 2010; Samuelsen et al., 2011; Krifka et al., 2013).  
NAC gleicht als Antioxidans ein Monomer-induziertes Ungleichgewicht der zellulären 
Redoxhomöostase aus. Dabei ist momentan unklar, auf welche Weise NAC diese 
Funktion erfüllt. NAC könnte wegen der SH-Gruppen des Cysteins selber als 
Antioxidans wirken (Krifka et al., 2013). Ein davon völlig verschiedener Mechanismus 
wäre die kovalente Bindung von NAC an intrazellulär verfügbare Monomere, so dass 
deren wirksame Konzentration sinkt. In der Tat wurden NAC-Monomer-Addukte 
experimentell nachgewiesen (Samuelsen et al., 2011). Andererseits hält NAC als 
Vorstufe von Glutathion dessen zelluläre Konzentration auf einem konstant hohen 
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Niveau (Krifka et al., 2012b). Wahrscheinlich und auch plausibel ist, dass sämtliche 
Mechanismen zu der beobachteten Wirkung von NAC, die Inhibition von oxidativem 
Stress, beitragen. 
Aktuelle Ergebnisse verweisen auf Monomer-induzierten oxidativen Stress als eine 
sehr wesentliche Ursache biologischer Reaktionen auf dentale Kompositmaterialien 
(Schweikl et al., 2006; Eckhardt et al., 2009b; Krifka et al., 2013). In Monomer-
exponierten Zellkulturen wurden neben der Abnahme der Konzentration von 
Glutathion und einer erhöhten Bildung von ROS, Phänomene wie Zelltod durch 
Apoptose, verzögerte Zellproliferation sowie gestörte Mineralisationsprozesse oder 
inhibierte Funktionen des zellulären Immunsystems beobachtet und damit assoziiert 
(Krifka et al., 2013). Kausale Zusammenhänge zwischen der Bildung von ROS und 
diesen Phänomenen sind momentan in den meisten Fällen unklar (Schweikl et al., 
2006). Allerdings wurde ein kausaler Zusammenhang zwischen der Verfügbarkeit 
von Glutathion und der Monomer-induzierten Apoptose gezeigt. Eine experimentell 
herbeigeführte Verarmung der Zellen an Glutathion senkt drastisch die Zahl vitaler 
Zellen in HEMA-exponierten Zellkulturen und erhöht parallel dazu die Zahl der Zellen 
in Apoptose (Krifka et al., 2012b).  
ROS wie Superoxid-Anionen (•O2-), Wasserstoffperoxid (H2O2) oder hochreaktive 
Hydroxylradikale (•OH) entstehen physiologisch durch eine unvollständigen 
Reduktion von molekularem Sauerstoff (Droge, 2002; Genestra, 2007). Sie werden 
somit nicht nur als zelluläre Antwort auf exogene Stresssignale erzeugt, sondern sind 
auch Produkte des aeroben Stoffwechsels eukaryotischer Zellen. Sie bilden ein 
biologisches Paradoxon, da sie nicht nur toxisch, sondern auch als Signalmoleküle 
wirken. So können beispielsweise ROS chemisch mit Atomen der Zielproteine 
reagieren und zu Proteinmodifikationen führen. Neben nachteiligen Effekten auf 
Lipide und Proteine interagieren ROS wahrscheinlich mit Teilen der DNA (Memisoglu 
und Samson, 2000; Wilson et al., 2003). Dabei können DNA-Schäden, wie 
Doppelstrangbrüche, Basenmodifikationen oder DNA-Protein-Quervernetzungen 
entstehen, die schließlich eine Destabilität des Genoms bewirken können (Tsunoda 
et al., 2010; Berquist und Wilson, 2012).  
Es wurde gezeigt, dass verschiedene dentale Monomere genotoxische und 
mutagene Wirkungen in vitro induzieren können (Schweikl et al., 2006). Diese 
genotoxische Wirkung wird durch NAC inhibiert (Schweikl et al., 2007).  
Inzwischen wurde auch ein hypothetischer Mechanismus formuliert, der als Ursache 
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der Monomer-induzierten Apoptose genotoxische Effekte in Form von oxidativen 
DNA-Schäden vorschlägt, die ausgehend von DNA-Doppelstrangbrüche über die 
Aktivierung der Proteinkinase ATM den intrinsischen Weg der Apoptose anstoßen 
(Schweikl et al., 2014). Als reaktive Sauerstoffspezies, die an den Monomer-
induzierten Effekten beteiligt sein könnte, wurde Wasserstoffperoxid (H2O2) 
identifiziert, das nach langen Expositionszeiten (24h) nachgewiesen wurde. Nach 
einer kurzen Expositionszeit (1h) werden jedoch auch noch andere Arten von ROS in 
HEMA-exponierten Zellen detektiert (Gallorini et al., 2015).  
Zu klären bliebe momentan die Quelle von ROS, die zu Monomer-induziertem 
oxidativen Stress beiträgt. Diese Kenntnis könnte in der zahnmedizinische Therapie 
mit dentalen Kompositen neue Strategien aufzeigen, die Bildung von oxidativem 
Stress, und damit eines zellulären Redoxungleichgewichts zu inhibieren. Aktuell 
werden zwei plausible Hypothesen über die Bildung von ROS auf der Grundlage der 
chemischen Natur der GSH- und Methacrylat-Monomere diskutiert. Zum einen 
erscheint es wahrscheinlich, dass ROS im Stoffwechsel von Kunststoffmonomeren 
oder als Folge ihrer Wirkung auf die ROS-produzierenden Enzymaktivitäten erzeugt 
werden. Alternativ könnten ROS sekundär aufgrund von GSH-Mangel durch die 
intrazelluläre Bildung von GSH-Monomer Addukten gebildet werden (Nocca et al., 
2011; Samuelsen et al., 2011).  
 
5.4  Der Einfluss von LPS auf die HEMA-induzierte Apoptose 
 
Lipopolysaccharide (LPS) als bakterielle Endotoxine stellen für die Pulpa eine 
wichtige Herausforderung im Rahmen der restaurativen Therapie dar. Bakterien, die 
unter der Restauration belassen wurden, oder zwischen dem Kavitätenboden und 
dem Komposit durch einen Randspalt einwandern, haben unter ungünstigen 
Umständen direkten Kontakt zu Pulpazellen (Mutoh et al., 2007).  
Trotz verbesserter Materialien und Techniken treten Randspalten in vivo auf, vor 
allem bei Kavitätenrändern unterhalb der Schmelz-Zement-Grenze (Hahn et al., 
2008) in technisch anspruchsvollen Situationen. Bakterien, vor allem ihre Toxine wie 
die Lipopolysaccharide Gram-negativer Keime, sind in tiefen kariösen Läsionen 
vorhanden und können eine Entzündung der Pulpa hervorrufen (Mutoh et al., 2007). 
Es ist außerdem bekannt, dass bakterielle Endotoxine eine Dentin-Brückenbildung 
(Tertiärdentin) nach Pulpenüberkappung verhindern (Rutherford und Gu, 2000). 
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Daher stressen in besonderen klinischen Situationen sowohl Bakterien als auch 
Monomere das Pulpagewebe und können Reaktionen in Zielzellen gemeinsam 
beeinflussen. Auch bei Lipopolysaccharid (LPS) als bakterielles Endotoxin spielen 
MAP-Kinasen in der Signaltransduktion in von Bakterien ausgelösten Zellreaktionen 
auf das angeborene Immunsystem eine Rolle. LPS, ein Glycolipid in der äußeren 
Bakterienmembran, bindet in eukaryotischen Zellen an ein spezielles extrazelluläres 
Protein (LPB), dann an die Zelloberflächenantigene CD14 und MD-2, einem 
Komplex, der vom Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) immunkompetenter Zellen wie 
Makrophagen erkannt wird (Ulevitch, 2000; Miyake, 2004). In der Literatur gilt CD14 
als der klassische LPS-Rezeptor (Ulevitch, 1993). Dieser Komplex von Proteinen 
aktiviert seinerseits MyD88-abhängige (myeloid differentiation factor 88) und MyD88-
unabhängige Signalwege, die den Transkriptionsfaktor NF-κB sowie MAPK (mitogen-
activated protein kinases) aktivieren (Garantziotis et al., 2008; Napetschnig und Wu, 
2013).  
Durch Zellexposition gegen dentale Monomere wie HEMA oder bakterielles LPS 
werden zelluläre Signalübertragungskaskaden aktiviert, die die Freisetzung von 
Entzündungsmediatoren wie TNFα, die Induktion von Apoptose oder auch die 
Aktivierung des MAP-Kinase-Systems steuern (Brown et al., 2011; Krifka et al., 
2013).  
Wichtig für die Regulation dieser Signalwege ist, dass etwa die Freisetzung von 
Zytokinen mit einem LPS-induzierten oxidativen Stress aufgrund der erhöhten 
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) verbunden ist. Ein erhöhter oxidativer 
Stress aktiviert schließlich die über NFκ-B vermittelte Signaltransduktion und die 
Genexpression von Zytokinen (Chang et al., 2010; Li et al., 2012; Nishio et al., 2013).  
In der vorliegenden Arbeit induziert LPS alleine in der verwendeten Konzentration 
eine Reduktion der Zellzahl (Kristallviolett-Test) sowie Apoptose (frühe und späte 
Phase). Es fällt auf, dass die MAPK ERK1/2 und JNK die durch LPS alleine inhibierte 
Zellvitalität (Apoptose), nicht aber die Zahl der Zellen (Kristallviolett-Test) weiter 
reduzieren können. Zellproliferation, die mit dem Kristallviolett-Test detektiert wird 
und Apoptose werden also von LPS auf unterschiedlichen Signalwegen modifiziert. 
Die Bedeutung von ERK1/2 und JNK für die Funktion von LPS ist ein sehr 
wesentlicher Unterschied zu den Beobachtungen mit HEMA, dessen Wirkung hier 
durch MAPK nicht modifiziert wurde. Zum einen sinkt die Vitalität in Zellpopulationen, 
die LPS in Gegenwart von PD98059 exponiert wurden und parallel dazu steigt die 
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Zahl der Zellen in der frühen und späten Phase der Apoptose sowie in der Phase der 
Nekrose. Damit schützt der MEK1/2-Signalweg die Mausmakrophagen über einen 
aktuell nicht bekannten Mechanismus vor einer LPS-induzierten Apoptose und eine 
ähnliche Funktion scheint auch der JNK-Signalweg zu übernehmen. Für die LPS-
induzierte Apoptose wurden zwei unabhängige und ganz verschiedene 
Mechanismen vorgeschlagen. Apoptose könnte in den LPS-exponierten Zellen sehr 
früh und vor allem durch die autokrine Sekretion von TNF- α ausgelöst werden. Zum 
anderen könnte Apoptose in einer späten Phase durch die vermehrte Bildung von 
NO (Stickstoffmonoxid) verursacht werden (Xaus et al., 2000).  
Neben dem Einfluss der beiden MAPK auf die Wirkung von LPS ist die 
wechselseitige Inhibition der Wirkung von LPS und HEMA aufschlussreich. Dass LPS 
auch die Zytotoxizität von Camptothecin inhibiert ist bemerkenswert, soll allerdings 
hier nicht weiter diskutiert werden, weil Camptothecin lediglich als positive Kontrolle 
zur Überprüfung der Methoden verwendet wurde und nicht als Werkzeug zur 
Interpretation zellulärer Mechanismen. 
Geringe Konzentrationen von HEMA inhibieren die LPS-induzierte Apoptose. Zum 
anderen hemmt umgekehrt die hier verwendete Konzentration von LPS die Induktion 
von Apoptose durch hohe Konzentrationen (6-8 mM) von HEMA. Der inhibitorische 
Einfluss von HEMA auf die Induktion von Apoptose durch LPS ist unabhängig von 
MAPK, denn keiner der hier verwendeten spezifischen MAPK-Inhibitoren verändert 
diese Wechselwirkung. Eine pharmakologische Beeinflussung von MAPK an dieser 
Stelle ist also keine therapeutische Option in der klinischen Praxis. Lediglich für LPS 
alleine erschließen sich mit Inhibitoren des ERK1/2- oder des JNK-Signalwegs 
potentiell therapeutische Möglichkeiten.  
Die Tatsache der Wechselwirkung von LPS und HEMA verweist unmittelbar auf zwei 
getrennte zelluläre Signalwege mit einem Schnittpunkt (crosstalk). Das Antioxidans 
NAC wiederum hat eine protektive Wirkung sowohl gegen die Wirkung von LPS als 
auch von HEMA. Die protektive Wirkung geringer HEMA-Konzentrationen (1 mM) 
gegen den zytotoxischen Effekt von LPS wird in Anwesenehit von NAC sogar 
verstärkt. Dabei ist die beobachtete Reduktion von oxidativem Stress ein 
wahrscheinlicher Mechanismus, das Überleben von Zellen zu befördern, der aber 
möglicherweise durch die Aktivierung von NF-κB (nuclear factor kappa B) ergänzt 
wird (Paranjpe et al., 2009). ROS oder auch RNS (reaktive Stickstoffspezies) und 
oxidativer Stress scheinen also für die Funktion von LPS und HEMA wesentlich zu 
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sein. Auffällig ist allerdings, dass 8 mM HEMA die Zellvitalität auf weniger als 60% 
reduziert und dieser Effekt von NAC vollständig inhibiert wird. Der zytotoxische Effekt 
von 0,1 µg/ml LPS hingegen, der in etwa so groß ist wie derjenige von 8 mM HEMA, 
wird von NAC nur zu einem kleinen Teil gehemmt. Dies lässt vermuten, dass der mit 
der Wirkung von LPS verbundene oxidative Stress eher klein ist oder aber die in 
Gegenwart von HEMA oder LPS erhöhten Mengen von ROS/RNS für HEMA und 
LPS verschieden sind und möglicherweise von NAC unterschiedlich neutralisiert 
werden. 
Äußerst bemerkenswert ist, dass sich bei einem Konzentrationsbereich von 4 mM 
HEMA die Wirkungen von LPS und HEMA aufheben, keine Induktion von Apoptose 
durch die beiden Substanzen erkennbar ist. Möglicherweise gibt es eine Balance von 
ROS, die durch die Konzentration von HEMA und den damit ausgelösten Effekten 
reguliert wird. MAPK haben für die Wirkung von HEMA keine erkennbare Funktion. 
Allerdings ist es wahrscheinlich, dass die beiden redoxsensitiven Transkriptions-
faktoren NF-κB oder Nrf2 für diese Effekte wichtig sind und HO-1 (Hämoxygenase) 
als Verbindungsglied zwischen beiden getrennten Signalwegen fungiert. Die beiden 
ROS-sensitiven Pathways werden möglicherweise durch lokal unterschiedliche H2O2-
Konzentrationen mit verschiedener Kinetik aktiviert (Marinho et al., 2014). 
So könnte eine Stimulation von Zellen des Immunsystems mit LPS zunächst eine 
moderat erhöhte Menge an ROS erzeugen und auf diese Weise NF-κB aktivieren. 
Der Kreislauf der LPS- und ROS-induzierten und über den NF-κB-Signalweg 
vermittelten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, die ihrerseits NF-κB noch 
mehr aktivieren und damit eine Überproduktion an proinflammatorischen Zytokinen 
erzeugen, könnte durch die redoxsensitive Aktivierung des Nrf2-System gehemmt 
werden. Nrf2 könnte über HO-1 die LPS-stimulierte erhöhte Produktion von ROS 
inhibieren (Kim et al., 2010; Buelna-Chontal und Zazueta, 2013).  
Vor kurzem wurde die Aktivierung von Nrf2 in HEMA-exponierten Zellen 
nachgewiesen (Gallorini et al., 2015). Auf dieser Wechselwirkung der durch LPS und 
HEMA differenziell aktivierten NF-κB- und Nrf2-Pathways könnte auch die 
beschriebene Inhibition der LPS-induzierten Freisetzung pro-inflammatorischer 
Mediatoren wie TNF- α oder IL -6 oder des anti-inflammatorischen IL -10 basieren  
(Eckhardt et al., 2009b; Bolling et al., 2012; Bolling et al., 2013).  
Wahrscheinlich spielt auch hier das von TEGDMA oder HEMA verursachte zelluläre 




Dentale Kunststoffe treten in direkten Kontakt mit humanen Geweben, insbesondere 
in tiefen Kavitäten mit dünner bis nicht mehr vorhandener Restdentinschicht mit der 
Zahnpulpa. Die direkte und indirekte Wirkung der enthaltenen Monomere auf die 
Pulpazellen sowie deren Antwort darauf ist noch in weiten Teilen unklar. Dass der 
programmierte Zelltod eine Folge des Kontakts von Monomeren in entsprechend 
hoher Konzentration auf Zellen ist, wurde gezeigt. Über welchen Signalweg Apoptose 
aber intrazellulär induziert wird, ist noch nicht ausreichend erforscht. Die Bildung von 
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) die die zelleigene 
Kapazität redox-regulierender Mechanismen übersteigt, ist sehr wahrscheinlich der 
Grund für Zellschädigung. 
Der Ansatz dieser Arbeit war, die Induktion der Apoptose durch HEMA, ein häufiges 
Monomer zahnärztlicher Komposite, über die Signaltransduktionskaskade der MAP-
Kinasen zu prüfen. Es wurde mit RAW264.7 Mausmakrophagen als gut untersuchte 
Zellen des Immunsystems gearbeitet. Durch pharmakologische Inhibitoren PD98059 
(Inhibitor von MEK1/2), SB203580 (Inhibitor von p38) und SP600125 (Inhibitor von 
JNK1-3) wurden die MAP-Kinasen selektiv inhibiert.  
Die mit HEMA inkubierten Zellen wurden nach Färbung der apoptotischen und 
nekrotischen Zellen mit Annexin und PI mittels FACS Analyse vermessen und die 
Anteile von Zellen in den verschiedenen Stadien des Zelltods (Apoptose und 
Nekrose) quantifiziert. Camptothecin, eine bekannt zelltoxische Substanz, diente als 
Positiv-Kontrolle. LPS, ein bakterielles Endotoxin, diente als Stimulator von MAP-
Kinasen sowie NAC als zelluläres Antioxidans. Außerdem wurde durch den 
Kristallviolett-Test mit den gleichen Ansätzen die Zahl überlebender Zellen 
(Zytotoxizität) ermittelt. 
Es zeigte sich im Kristallviolett-Test ebenso wie in den FACS Analysen, dass 
steigende Konzentrationen von HEMA die Zahl überlebender Zellen reduzierten. Die 
Inhibitoren PD98059 und SP600125 hatten im Gegensatz zu SB203580 im 
Kristallviolett-Test alleine eine stärkere Abnahme der Anzahl überlebender Zellen zur 
Folge. In der FACS Analyse zeigten alle drei Inhibitoren, dass sie in die Zellen 
gelangten, jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die mit HEMA assoziierte 
Apoptose hatten. 
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LPS alleine führte in der verwendeten Konzentration sowohl zu einer Reduktion der 
Zellzahl (Kristallviolett-Test) sowie in der FACS Analyse zur Apoptose (frühe und 
späte Phase), wobei in Gegenwart von LPS hohe HEMA-Konzentrationen signifikant 
weniger effektiv waren. 
Camptothecin reduzierte die Zellzahl wie erwartet signifikant, wobei auch hier LPS 
scheinbar diesem Effekt entgegenwirkte. Der Einfluss von LPS auf die Wirkung von 
Camptothecin war jedoch unabhängig von den Inhibitoren der MAPK ERK1/2, p38 
und JNK. 
Keiner der inhibierten MAP-Kinase-Signalwege zeigte eine signifikante Änderung des 
Zellüberlebens oder der Inhibition der Apoptose durch HEMA und sie besitzen wohl 
keine direkte Bedeutung für die Induktion von Apoptose durch HEMA. 
Andererseits scheint der MEK1/2-Signalweg über einen aktuell nicht bekannten 
Mechanismus Einfluss auf die LPS-induzierte Apoptose zu nehmen. Die 
Mausmakrophagen wurden ähnlich wie beim JNK-Signalweg vor einer LPS-
induzierten Apoptose geschützt. 
Auffallend war der schützende Effekt von LPS. Sowohl Zellen, die mit HEMA 
inkubiert wurden, als auch diese mit Camptothecin, zeigten in Versuchen mit LPS 
deutlich mehr vitale Zellen. Geringe Konzentrationen von HEMA inhibierten die LPS-
induzierte Apoptose. Umgekehrt hemmte die hier verwendete Konzentration von LPS 
die Induktion von Apoptose durch hohe Konzentrationen (6-8 mM) HEMA. Die 
konzentrationsabhängige Wechselwirkung zwischen den Effekten von HEMA und 
LPS erfolgte unabhängig von den Inhibitoren der MAPK und verweist auf zwei 
getrennte zelluläre Signalwege mit einem Schnittpunkt (crosstalk). 
Protektive Wirkung zeigte vor allem NAC, indem es als Antioxidans ein Monomer- 
oder LPS-induziertes Ungleichgewicht der zellulären Redoxhomöostase ausglich. Es 
ist von einem komplexen redox-sensitiven System aus proapoptotischen und 












Abb. 1:    11 
Basismonomere, Comonomere und Moleküle für die Polymerisationsreaktion der                
organischen Matrix zahnärztlicher Komposite. 
Abb.2:   38  
Graphische Darstellung der ermittelten FACS-Daten. Die Beispiele zeigen unbehandelte      
Zellkulturen (A) und Zellen, die mit Camptothecin behandelt wurden (B).  
Abb. 3:   41   
Die Zytotoxizität von HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen unter dem Einfluss des              
MEK1/2-Inhibitors PD98059.  
Abb. 4:   42  
Die Zytotoxizität von HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen unter dem Einfluss des                     
p38-Inhibitors SB203580.  
Abb. 5:   43   
Die Zytotoxizität von HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen unter dem Einfluss des                    
JNK-Inhibitors SP600125.  
Abb. 6:   44  
Die Zytotoxizität von Camptothecin in RAW264.7 Mausmakrophagen unter dem Einfluss                  
der MAPK-Inhibitoren PD98059 (oben), SB203580 (Mitte) und SP600125 (unten).  
Abb. 7:   46   
Die Induktion von Apoptose durch HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen in Experimenten             
mit dem MEK1/2-Inhibitor PD98059.  
Abb. 8:   48  
Die Induktion von Apoptose durch HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen in Experimenten             
mit dem p38-Inhibitor SB203580.  
Abb. 9:   50  
Die Induktion von Apoptose durch HEMA in RAW264.7 Mausmakrophagen in Experimenten             
mit dem JNK-Inhibitor SP600125.  
Abb. 10:   52  
Der Einfluss von N-Acetylcystein (NAC) (10 mmol/L) auf die Apoptose in RAW264.7 
Mausmakrophagen.  
Abb. 11:   54  
Der Einfluss des MEK Inhibitors PD98059 auf die Apoptose in RAW264.7 Mausmakrophagen          
mit Camptothecin.  
Abb. 12:   56  
Der Einfluss des p38 Inhibitors SB203580 auf die Apoptose in RAW264.7 Mausmakrophagen mit 
Camptothecin.  
Abb. 13:   58  
Der Einfluss des JNK Inhibitor SP600125 (0, 3 und 10µM) auf die Apoptose in RAW264.7 
Mausmakrophagen mit Camptothecin.  
Abb. 14:   59  
Der Einfluss von N-Acetylcystein (NAC) (10 mmol/L) auf die Apoptose in RAW264.7 
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